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Abstract of WO9503426 

A method for amplifying a target nucleic acid sequence by providing a polynucleotide such as VII 
including the sequence to be amplified as well as an RNA polymerase promoter sequence, and contactir 
said polynucleotide, in the presence of a system having RNA polymerase activity, RNA-dependent DNA 
polymerase activity, and DNA-dependent DNA polymerase activity, and capable of strand displacement, 
with a set of primers includinf a primer such as A capable of hybridising with a segment complementary 1 
a portion of the sequence to be amplified, wherein A includes an upstream RNA polymerase promoter 
sequence then an arbitrary sequence, a primer such as D contains said RNA polymerase promoter 
sequence, and a primer such as C contains said arbitrary sequence. The elongation product of D is 
displaced by the elongation product of C, and the elongation product of D is thus obtained in the form of 
single-stranded VIII. Hybridisation of A on VIII followed by elongation forms double-stranded product X 
which can undergo transcription, with amplification, to give single-stranded RNA VII bis. An analogous 
system of 3 primers B, E and F similary produces single-stranded RNA VII from VII bis. Hence the 
amplification method, which can operate isothermally. is cyclic. 
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(54) Title: METHOD FOR NUCLEIC ACID AMPLDPICATION BY TRANSCRIFTION USING DISPLACEMENT, AND REAGENTS 
AND KIT THEREFOR 

(54) Titre: PROCEDE D*AMFLinCATION D'ACIDES NUCLEIQUES PAR TRANSCRIPTION UTIUSANT LE DEPLACEMENT, 
REACIIFS ET NECXSS AIRE POUR LA MISE EN CEUVRE DE CE PROCEDE 

(57) Abstract 



A method for amplifying a target nucleic acid sequence by providing a polynucleotide such 
as Vn including the sequence to be amplified as well as an RNA polymerase promoter sequence, 
and contacting said polynucleotide, in die presence of a system having RNA polymerase activity, 
RNA-dependent DNA polymerase activity, and DNA-dependent DNA polymerase activity, and 
capable of strand displacement, with a set of primers includinf a primer such as A capable of 
hybridising with a segment complementary to a portion of the sequence to be amplified, wherein 
A includes an upstream RNA polymerase promoter sequence then an arbitrary sequence, a primer 
such as D contains said RNA polymerase promoter sequence, and a primer such as C contains 
said arbitrary sequence. The elongation product of D is displaced by the elongation product 
of C, and the elongation product of D is thus obtained in the form of single-stranded Vm.. 
Hybridisation of A on Vm followed by elongation forms double-slranded product X which can 
undergo transcription, with amplification, to give single-stranded RNA Vn bis. An analogous 
system of 3 primers B, E and F similazy [noduces single-stranded RNA Vn from VII bis. Hence 
the amplification method, which can operate isotfaermally, is cyclic. 

(57) Abr^6 

Plcoo6d6 d'amplification d'une s6quenoe d'acide nuclfique cible consistant essentiellement 
& obtenir un polynuclfotide tel que Vn compienant la sequence k amplifier et comprenant en 
outre la sequence d'un promoteur d* ARN polymerase, et & mettre en contact ce polynucleotide, 

en presence d'un systtae ayant une activity d'ARN polymdcase, une activit6 d'ADN polymtese ARN-d^pendante et une activity d*ADN 
polymerase ADN-dependante, et ayant une capacit6 de deplacement de btins, avec un ensemble d'amorces comprenant une amorce telle que 
A capable de s*hybrider avec un segment ccmpiementaixe d'une partie de la sequence & amplifier, A comprenant en amont une sequence 
de promoteur d*ARN polymerase puis une sequence aibilraiie, une amorce telle que D contenant ladite sequence de promoteur d'ARN 
polymerase, et une amorce telle que C comprenant ladite sequence arbitraire. Le pioduit d 'elongation de D est deplace par le produit 
d'eiongation de C, et on obtient done le produit d*eiongation de D sous forme de monobrin Vm. L'hybridation de A sur Vm, suivie 
d' elongation, conduit au produit double brin X dont la transcription conduit, avec amplification, notamment k TARN simple brin Vn bis. 
Un systeme analogue de 3 amorces B, E et F conduit de fagon similaiie, k partir de vn bis, A 1*ARN simple brin Vn, d'oii le caract^re 
cyclique de ce piocede d'amplification c^)able de fonctionner de fafpn isotheime. 
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PTOc6d6 d'amplification d'acides nucl^iqiies par transcriprion utilisant le 
d^placement. rdacrifs et nfeessaire pour la mise en oeuvre de ce procede. 

La pr£sente invention fait r6f6rence aux m6thodes, r^actifs et n£cessaires pour 
5 I'amplification de sequences d'acide nucl6ique cibles. En particulier, la pr€sente invention 
consiste en une mdtliode pour Tamplification d'acides nucl6iques par transcription, utilisant 
le d6placement, et la d6tection des produits d'amplification obtenus par cette reaction. 

II est souvent necessaire, dans les technologies relatives aux acides nucleiques 
et au materiel g6ndtique, de determiner si un g^ne, une partie de gene ou une sequence 

10 nucldotidique est present chez un organisme vivant, un extrait cellulaire de cet organisme 
ou un echantillon biologique. Puisque tout gene ou partie de gene est une sequence 
sp6cifique de bases nucl^otidiques formant tout ou partie d'une molecule nucldotidique, il 
est possible de rechercher directement la presence d'une sequence nucl6otidique specifique 
au sein d'un Echantillon contenant des polynucleotides. 

IS L'int6ret de la recherche de sequences nucldotidiques sp6cifiques est immense, 

notamment pour la detection d'organismes pathogenes, la determination de la pr6sence 
d'allMes, la detection de la pr6sence de Idsions dans un genome hote et la detection de la 
presence d*un ARNm particulier ou de la modification d'un hote cellulaire. Les maladies 
gendtiques telles que la maladie de Huntington, la myopathic de Duchenne, la 

20 phenylcetonurie et la fi-thalassemie peuvent 6tre diagnostiqudes par le biais de I'analyse de 
I'ADN des individus. De plus, le diagnostic ou I'identification des virus, viroides, 
bacteries, champignons, protozoaires ou quelque autre forme de vie veg^tale ou animale 
pent etre realise par des experiences d'hybridation avec des sondes nucleiques. 

Differents types de methodes de detection des acides nucleiques sont decrits 

25 dans la litterature. Ces methodes, et particulierement celles qui requierent la detection de 
polynucleotides, reposent sur les proprietes d'appariement purine-pyrimidine des brins 
compiementaires d'acides nucleiques dans les duplex ADN-ADN, ADN-ARN et ARN- 
ARN. Ce processus d'appariement s'effectue par retablissement de liaisons hydrogene 
entre les bases adenosine-thymine (A-T) et guanosine-cytosine (G-C) de I'ADN double 

30 brin ; des paires de bases adenosine-uracile (A-U) peuvent egalement se former par liaison 
hydrogfene dans les duplex ADN-ARN ou ARN-ARN. L'appariement de brins d'acides 
nucleiques pour la determination de la presence ou de Tabsence d'une molecule d'acide 
nucieique donnee est communement appeiee "hybridation d'acides nucleiques" ou 
simplement "hybridation". 

35 Dans les quelques exemples cites precedemment, apr&s avoir identitie une 

sequence specifique d'un organisme ou d'une maladie, il convient d'extraire les acides 
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nucl6iques d*un €chantillon, et de ddterminer si cette sequence est presente. De 
nombreuses methodes de d^tecdon ont 6x6 d6veloppdes dans ce buL 

S*il est capital qu*une ou plusieurs s^uences spdcifiques d'une maladie ou d*un 
organisme soient idendfides, la nature de ces sequences et la fa9on dont elles ont 6te 
5 identifi^es n*ont aucune importance particuliere pour la mise en oeuvre de la presente 
invention. La mdthode la plus directe pour ddtccter la presence d'une sequence cible dans 
un 6chantillon d'acides nucldiques est d'obtenir une "sonde" dont la sequence est 
suffisamment complementaire d'une partie de Tacide nucldique cible pour s'hybrider k 
celui-ci. La sonde ainsi synthdtis6e pent etre appliqude dans un dchantiUon contenant des 

10 acides nucldiques, et si la sequence cible est presente, la sonde s'hybridera pour former un 
produit de reaction. En Tabsence de sequence cible et en dvitant tout phdnomfene 
d*hybridation non spdcifique, aucun produit de reaction nc sera forme. Si la sonde 
synthdtisde est coupl6e a un marqueur detectable, le produit de reaction peut etre d^tect^ 
en mesurant la quantity de marqueur present Le transfert de Southern (Southern E.M., J, 

15 MoL Biol, 98, 503 (1975)) ou Thybridation sandwich (Dunn A.R., Hassel J. A., Cell, 12, 
23, (1977)) constituent des exemples ou ces mdthodes sont utilisdes. 

La principale difficult^ de cette approche est, cependant, qu'elle n'est pas 
directement applicable aux cas ou le nombre de copies de la sequence cible presente dans 
un echantiUon est faible (c'est a dire infdrieur k lO'' ). Dans ces conditions, il est difficile 

20 de distinguer un signal significatif, c'est k dire supdrieur au bruit de fond de inaction (c'est 
k dire de distinguer la fixation specifique d'une sonde sur sa sequence cible de la fixation 
non specifique entre la sonde et une sequence diffdrente de la sequence cible). Une des 
solutions k ce problfeme consiste a augmenter le signal de detection par une reaction 
supplementaire. En consequence, diverses mdthodes ont 6l6 decrites afin d'accroitre la 

25 puissance de detection de ces techniques d'hybridation. Ces methodes dites 
"d'amplification" peuvent intervenir k diff6rents stades d'un proced6 de detection par 
sondes nucldiques. Ces stades peuvent etre classes en trois categories : Tamplification de 
cible, de sonde ou de signal. Les articles de Lewis (1992. Genetic Engineering News 12 : 
1-9) d^unepart, et d'Abramson et Myers (1993. Curr. Opin. BiotechnoL 4 : 41-47), d'autre 

30 part, constituent de bonnes revues generales de ces methodes. 

L'amplification de cible consiste k multiplier de manigre sp6cifique un 
fragment d'acide nucl6ique present dans un echantillon. EUe permet d'augmenter 
considerablement le nombre de copies d*une sequence nucleique cible k detecter. 

La methode la plus connue est la "Polymerase Chain Reaction" (dite PCR), 

35 technique d'amplification de cible qui repose sur la repetition de cycles de synthese d*ADN 
in vitro par extension d'amorces nucleotidiques hybridees sur la sequence cible (Saiki et 
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a/., 1985. Science 230 : 1350-1354 ; brevets des ttaxs Unis d'Amdrique n**4 683 195, 
4 683 202 et 4 800 159 ; brevet Euiop&n n° 0 201 184). Brifevement, deux amorces 
nucl&>tidiques compl^mentaires chacune d'une sequence d'un des deux brins de I'ADN 
cible sont synth^tisdes. Des ddsoxyribonucl6osides triphosphates sont ajoutds en exc6s au 
milieu nfiactionnel en presence d'une ADN polymerase ADN-d6pendante themiostable 
(Tag polymerase). Si I'ADN cible est prfisent dans r^chantillon, les amorces s'hybrident 
sur leurs sites sp&ifiques et la polymerase etend I'extremite 3' de ces amorces par addition 
successive des nucleotides compiementaires de la cible. En lealisant des cycles successifs 
de montee et descente de temperature, les amorces etendues se dissocient de la cible et 
peuvent, comme la cible originale, fixer les amorces nucieotidiques en exc&s. Par 
repetition du processus (de 20 k 40 fois), on aboutit k une accumulation exponentielle de la 
sequence cible comprise entre les deux amorces. 

Une autre methode utilisant des cycles de temperature est decrite dans le 
brevet Europeen n" 0 320 308 et est appeiee "Ligase Chain Reaction" (dite LCR). Deux 
sondes oKgonucieotidiques adjaccntes, ainsi que deux autres qui leurs sont 
compiementaires sont mises en excfes dans le milieu reactionnel, en presence d'une ADN 
Ligase. En presence de I'ADN cible, chaque oligonucleotide s'hybride sur sa sequence 
compiementaire et la ligase peut lier les deux sondes hybridees de manifere adjacentes. Par 
succession de cycles de temperature, comme dans la PGR, et par I'utilisation d'une ligase 
0 thermostable (Barany, 1991. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88 : 189-193), les sondes liees se 
dissocient de la cible et peuvent k leur tour servir de sequence cible pour les sondes en 
■ excte. 

La methode "Repair Chain Reaction " (dite RCR) est une metiiode 
d'amplification voisine de la LCR (demande de brevet n'* WO 90/01069). Cest une 
metiiode hybride entre la PCR et la LCR. EUe utilise deux sondes oligonucieotidiques 
compiementaires de la cible et deux amorces en exchs dans le milieu leactionnel, en 
presence d'une ADN ligase tiiermostable et d'une ADN polymerase tiiermostable. En 
presence d'ADN cible, les oligonucleotides s'hybrident sur leur sequence cible et un espace 
de quelques bases separe I'extremite de chaque amorce de la sonde oligonucieotidique 
adjacente. La polymerase comble cet espace et rend aussi possible Taction de la ligase qui 
lie I'amorce etendue k la sonde adjacente, mimant ainsi les processus naturels de reparation 
de I'ADN. Par succession de cycles de temperature, comme dans la PCR et la LCR, les 
amorces etendues liees aux sondes oligonucieotiques peuvent k leur tour servir de cible 
pour les amorces et les sondes en exc&s. 

n existe d'autres metiiodes d'amplification de cible basees sur I'amplification 
de transcrits (dite TAS). La TAS, decrite dans la demande de brevet n*'WO 88/10315, 
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consiste en la r^pdtidon d'un cycle de trois 6tapes. La premifere dtape permet de synth6tiser 
un ADNc k partir d*ARN en presence de transcriptase inverse et d'une amorce 
d6soxynucl6otidique "hybride" contenant une sequence spdcifique de promoteur d'ARN 
polymerase phagique. Suite k la d^naturation thermique de Th^tdroduplex ARN/ADNc, le 
5 brin monocat6naire d*ADNc est idpliqu6 par la transcriptase inverse en presence d*une 
amorce oligonucl6otidique anti-sens. Uhomoduplex d'ADN ainsi obtenu lors de cette 
deuxifeme 6tape contient un promoteur double brin sur lequel une ARN polymerase ADN- 
d6pendante phagique pent se fixer. La troisi&me 6tape consiste alors k transcrire des 
molecules d'ARN (de 30 k 1000 par matrice) qui pourront de nouveau servir de matrice 

10 pour la synthase d'ADNc et poursuivre ainsi le cycle d'amplification (Davis et al.y 1990. J. 
InfecLDis. 162: 13-20). 

n existe di£f6rentes mfthodes d^rivdes de la TAS, dont la "Self-Sustained 
Sequence Replication" (dite 3SR), ddcrite dans la demande de brevet WO 90/06995 et le 
brevet Europ6en n^ 0 373 960, la "Nucleic Acid Sequence-Based Amplification" (dite 

15 NASBA) ddcrite dans la demande de brevet WO 91/02818 et le brevet Europfen 
n^ 0 329 822 et la "Single Primer Sequence Replication" (dite SPSR) ddcrite dans le 
brevet des Etats Unis dAmdrique n° 5 194 370. Ces mdthodes possfedent en commun 
I'association de trois activit^s enzymatiques : ADN polymerase ARN- et ADN-dependante 
(transcriptase inverse), ribonucl6ase H (RNase H ; enzyme d*Escherichia coli et/ou activity 

20 enzymatique associ^e de la transcriptase inverse), et ARN polymerase ADN-dependante 
(ARN polymerase du bacteriophage T7). Ces metfiodes sont basees sur le m6me principe 
et s'effectuent a une temperature fixe (de 37 k 45*^0), selon un processus continu de 
reactions de transcription inverse et de transcription afin de repliquer une cible d'ARN par 
rintermediaire d'ADNc. Comme dans le cas de la TAS. un site de fixation d'une ARN 

25 polymerase (phage T7) est introduit dans TADNc par Tamorce utilisee pour retape de 
transcription inverse. Neanmoins, la denaturation de Theteroduplex ARN/ADNc est 
effectuee de fafon isotherme par hydrolyse specifique de TARN de cet heteroduplex par 
Tactivite RNase H. LADNc libre est alors replique k partir d'une seconde amorce 
oligonucieotidique par la transcriptase inverse, L'homoduplex ADN/ADN est transcrit en 

30 ARN par TARN polymerase T7 et cet ARN pent k nouveau servir de matrice pour le cycle 
suivant. 

Une autre methode, la "Ligation Activated Transcription" (dite LAT) decrite 
dans le brevet des Etats Unis dAmerique n° 5 194 370, utilise les memes activites 
enzymatiques que la 3SR, SPSR et NASBA et fonctionne sur le meme cycle. EUe differe 
35 cependant par le mode d'installation d'une sequence promotrice qui dans ce cas est 
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introduite sur rextr6mit6 de TADNc par ligation d'une structure tige-boucle contenant le 
promoteur, en pr6sence d'une ADN ligase. 

D'autres m6thodes d'amplification de cible sont actuellement d^crites. La 
m6thode "Strand Displacement Amplification" (dite SDA), d^crite dans le brevet 

• 

5 Europden n® 0 497 272, pennet une multiplication isothenne (37**C) d'une sequence 
d'ADN cible k I'aide d'une enzyme de restriction appropride et d'une ADN polymerase 
ADN-d6pendante dfpourvue d'activit^ exonucl^ase (Walker et al., 1992. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 89 : 392-396). EUe est basde sur I'hybridatioh d'amorces oligonucl6otidiques 
contenant une sequence de reconnaissance d'une enzyme de restriction k leur extr6mit6 5*. 

10 Ces amorces sont dtendues sur la cible par I'ADN poljrmdrase en presence d'au moins un 
nucleotide modifi^ (5'[a-tiiio]dNTP). La digestion de I'ADN par I'endonucldase de 
restriction provoque la coupure du brin coirespondant k I'amorce, laissant intact le brin 
compldmentaire modifi^. L'ADN polymdrase peut r6aliser I'extension de I'amorce ainsi 
g6n6r6e et lib^re un brin d'ADN dans le milieu r^actionnel grfice k la propri6t6 de 

15 d€placement de brin de I'ADN polym&ase. C& brin lib^rd peut alors fixer une amorce 
contenant une sequence de fixation d'enzyme de restriction et le cycle peut alors 
recommencer. Par ailleurs, il est d^t dans la demande de brevet europden 543 612 une 
mdthode de preparation d'addes nucldiques prfsentant ties extrdmitds d6finies et pouvant 
servir ultdrieurement dans une mdtiiode d'amplification, notamment la SDA prdcitde. II 

20 convient toutefois de noter que cctte mdthode de preparation, en elle mSme, ne peut en 
aucun cas donner lieu k un cycle d'amplification isothenne. Une mddiode similaire k la 
SDA utilisant une activit6 exonucldase au lieu de endonucl^ase, appelde "exonuclease- 
mediated strand displacement amplification", est decrite dans le brevet Europ6en 
n° 0 500 224. 

25 Pour toutes les m6thodes ddcrites precedemment, une \ah6t6 de mdthodes de 

detection peut Stre utilisde. L'une d'entre elles consiste k detecter les produits de inaction 
ayant une taille ddfinie par separation eiectrophoretique. Les methodes varient selon le 
procede de separation, qui peut impliquer la separation sur gel, la fixation sur differentes 
phases solides (billes, plaque de microtitration, latex, particules magnetiques). Une autre 

30 meUiode utilise le marquage d'une sonde de detection avec un radioisotope tel que le 32 p, 
par exemple, puis la detection de la radioactivite emise par les produits de reaction en 
combinaison ou non avec une eiectrophordse. Une autre methode consiste k modifier 
chimiquement une amorce oligonucieotidique en y ajoutant un ligand (la biotine ou la 
digoxigenine, par exemple), une enzyme (la phosphatase alcaline, la peroxydase, la B- 

35 galactosidase, par exemple). un marqueur fluorescent (la phycobiliproteine, la fluoresceine 
ou la rhodamine, par exemple). un marqueur luminescent (un ester d'acridinium, par 
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exemple) ou une combinaison de ces modifications. Une autre m^thode consiste k 
d6velopper une amorce nucleotidique de detection qui s*hybridera swr le produit de 
Inaction ^amplification et sera ^tendu par une polymerase en presence de ribonucl6osides 
triphosphates (cette amorce peut dans ce cas etre €galement modifi6e comme ddcrit 
5 pr^c^demment). Toutes ces m^thodes peuvent etre adaptdes sur phase solide comme en 
solution (phase homog^ne). 

N6anmoins, toutes les techniques d*amplifIcation pr6cddemment presentees 
possMent au moins une limitation importante. EUes ne permettent dbbtenir un produit 
d*amplification qu'k partir d*un seul type d'acide nucldique cible : ARN ou ADN. Dans 

10 certains cas tels que la PGR, la LCR ou la RCR, le facteur le plus limitant est la ndcessitd 
de i^aliser de nombreux cycles de temperatures afin de dissocier les produits de reaction 
de la cible. Ceci limite le choix des enzymes utilisables aux enzymes thermostables. De 
plus, la realisation de tels cycles successifs de temperature constitue un inconvenient pour 
Tautomatisation de ces techniques. Un autre inconvenient de certaines techniques 

IS d*amplification est la limitation de la taille du produit de reaction d*amplification. Les 
techniques telles que la RCR ou la LCR ne permettent d'amplifier que la sequence de la 
cible correspondant aux amorces et aux sondes nucieotidiques utilisees dans le processus 
d*amplification. Le bruit de fond non specifique (c*est k dire en absence de la cible) est 
egalement un serieux inconvenient de certaines techniques, telle que la LCR ; dans le cas 

20 de la LCR, une ligation des extremites des oligonucleotides libres en exc^s s'effectue en 
absence de la cible. D'autres methodes telles que la SDA sont limitees dans le type de 
sequence cible k amplifier, puisque cette sequence ne doit pas comporter de site de 
restriction correspondant k I'endonuciease utilisee dans le procede, il est done 
indispensable de connaitre sinon la sequence nucieique du fragment a amplifier au moins 

25 la carte de restriction du-dit fragment. En outre, cette limitation est accrue par le fait que 
le choix des endonucieases de restriction est restreint k celles ayant la capacite de cliver un 
site de reconnaissance hemiphosphorothioate (c*est k dire comprenant un brin d*ADN du 
duplex avec au moins un nucleotide modifie de type phoshorothioate), et, sur un plan plus 
general, les sites comportant des nucleotides modifies. Outre les limitations du choix du 

30 nucleotide modifre, dues k la synthase chimique, le procede d'amplification est egalement 
limite par son rendement puisqu'il est connu que le Km des polymerases pour les 
nucleotides modifies est superieur a celui pour les nucleotides naturels pour les 
polymerases, d'ou une plus faible efficacite d'incorporation enzymatique des nucleotides 
modifies dans la cible k amplifier. Un autre inconvenient majeur de certaines techniques 

35 d'amplification reside dans le nombre eieve d'activites enzymatiques impliquees dans le 
processus d'amplification. Les methodes derivees de la TAS, telle que la 3SR ou la 
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NASBA requi^rent au moins quatre activitds enzymatiques (ADN polymerase ADN- 
d6pendante, ADN polymdrase ARN-ddpendante, ARN polymerase ADN ddpendante, 
RNase H), voire cinq dans le cas de la LAT (ADN. ligase en plus). II est par consequent 
tres difficile de rendre ces techniques perfonnantes du fait de la difficultd de parvenir k 
5 des conditions rdactionnelles satisfaisant simultan^ment ces quatre ou cinq activitds 
enzymatiques. De plus, ces techniques transcriptionnelles ne permettent une amplification 
qu'k partir de molecules cibles ARN, mais pas ADN. Enfin, si diverses techniques 
d'amplification ont recours k des activites nucleases (exonuciease, endonuciease, RNase) 
coimne moyen de separation de brins d'acides nucieiques (brevet Europeen n® 0 500 224), 
10 leur utilisation est neanmoins piejudiciable, du fait de la possibilite de degradation de la 
cible ou du produit de reaction par des activites nucleases parasites parfois piesentes dans 
des preparations de telles activites nucleases. De plus, dans le cas des techniques 
transcriptionnelles, I'utilisation de RNases conduit k une degradation partielle du ma^el 
amplifie, et riuit done au rcndement et k la sensibilit6 de la technique. De plus, Taction de 
15 la RNase doit 6tre rigoureusement dosde, afin de maintenir un equilibre avec Taction des 
differentes enzymes impliquees. Au vu de ces nombreuses limitations, d'autres methodes 
d'amplification alternatives k ces methodes existantes sont souhaitables. 

La pr6sente invention foumit une methode d'amplification d'une sequence 
d'adde nucieique cible (ARN et/ou ADN) de sequence quelconque (ainsi que sa sequence 
20 compiementaire) dans un echantiUon, par reaction de transcription utilisant le 
deplacement. La methode inclut differentes etapes permettant la mise en evidence d'une 
sequence d'acide nucieique cible dans un echantiUon. La methode peut comprendie 
notamment : 1) I'extraction des acides nucieiques d'un echantiUon biologique susceptible 
de contenir la sequence cible recherchee, 2) la denaturation de la sequence cible, c'est k 
25 dire I'obtention de fiagments simple brin si la cible est un duplex, 3) I'addition d'un 
melange reactionnel contenant (a) une enzyme ou un melange d'enzymes ayant une 
activite ADN polymerase ADN- et ARN-dependante et une acrivite de deplacement de 
brin, (b) une ARN polymerase, (c) une amorce oligonucieotidique composee 
successivement (de 5* vers 3') d'une sequence facultative arbitraire d'au moins 5 
30 nucleotides, d'une sequence comportant tout ou partie d'une sequence promotrice d'une 
ARN polymerase, puis d'une sequence compiementaire de I'extremite 3' d'un fragment 
d'acide nucieique cible, ei/ou (d) une amorce oligonucieotidique facultative possedant k 
son extremite 3' tout ou partie de la sequence arbitraire de I'amorce definie en 3c. et/ou (e) 
une amorce nucieotidique facultative possedant k son extremite 3' tout ou partie de 
35 I'amorce definie en 3c, dont I'extremite 3' s'hybride en aval (3") de I'amorce definie en 3d 
et pouvant comprendre au moins la partie 5' d'une sequence sens du promoteur mais ne 
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comprenant pas Vexxr6vcat& y de Tainorce ddfinie en 3c» (f) des desoxyribonucl6osides 
triphosphates et des ribonucl^osides triphosphates, (g) un tampon appropri6 pour le 
fonctionnement des activitds enzymatiques et 4) la realisation d'une incubadon pendant 
une dur6e roinimum afin de g6n6rer les produits de reaction. 
S Uinvention s*6tend egalement aux methodes de s6paration et/ou de detection 

des produits de reaction par diverses m6thodes, dont celles ddcrites pr^c^deinment. Les 
m6thodes de separation comprennent, entre autres, la separation magndtique, la capture sur 
support solide, sur membrane, sur filtre ou sur un polymfere. Dans chaque mdthode, un 
residu de capture peut Stre T\x€ k une bille magn^tique, k une membrane, a un filtre ou. k 

10 un polymfere. Les billes, la membrane, le support solide, le filtre ou le polymfere peuvent 
etre ensuite testes quant ^ la presence ou I'absence du produit de reaction de la mdthode 
d'amplification. Les i^sidus de capture peuvent etre, par exemple, une sequence d*acide 
nucl6ique compl6mentaire du produit de reaction d'amplification, des proteines ou des 
anticorps diiig^s contre un ligand ou un hapt^ne incorpor^ dans une des amorces utilis^es, 

15 ou dans le produit de reaction. Le systeme de separation peut etre ou non coupld au 
systfeme de detection* 

Les systemes de detection utiles pour la pratique de Tinvention comprennent 
les syst&mes homogfenes (c'est k dire qui ne necessitent pas de systeme de separation) et, 
par opposition, les syst&mes heterog&nes. Dans chaque syst&me, un ou plusieurs marqueurs 

20 detectables sont utilises et la reaction ou remission du systeme de detection est mesuree, 
de mani^re preferentielle par des moyens automatises. Les exemples de systemes de 
detection homogene comprennent le transfert d*energie de fluorescence, la protection par 
hybridation (luminescence d'acridinium), la polarisation de fluorescence et la detection 
immunologique d*un donneur d'enzyme clonee. Les exemples de systemes heterog^nes 

25 comprennent les marqueurs enzymatiques (peroxydase, phosphatase, B-galactosidase), les 
marqueurs fluorescents (marqueurs enzymatiques, rhodamine, fluoresceine), la 
chimiluminescence et la bioluminescence. Dans ces systemes de detection, les marqueurs 
detectables peuvent etre conjugues directement ou indirectement a un residu de capture, ou 
les produits de reaction d'amplification peuvent etre generes en presence d'une proteine ou 

30 d*un anticorps qui peut etre leconnu par un ligand ou un hapt^ne pour ces demiers. 

Uinvention a egalement pour objet une methode de detection indirecte d'une 
molecule d'interet dans laquelle le polynucleotide . qui est un marqueur couple k la 
molecule d'interet est amplifie. Les produits d'amplification du polynucleotide marqueur 
peuvent eux-memes etre detectes directement par Tincorporation lors de leur synthase de 

35 nucleotides modifies tels que marques au [32 p] ou au H] ou, peuvent etre egalement 
detectes de fa9on indirectes selon les methodes decrites precedemment. 
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^invention conceme ^galement les m^thodes pour g^nerer des pioduits 
d'amplification utUisables comme sonde, ou utilisables conune xnatrice pour la 
determination de sa sequence nucl6otidique, Les produits amplifies peuvent etre s6pai6s 
des enzymes utilis6es pour ramplificanon (ADN polymerase et ARN polymerase), afin 
5 d^etre utilises dans des proced6s ult^rieurs impliquant d'autres inactions enzymatiques, 
d'autres systdmes d'amplification, des methodes de s^quenfage ou des m^thodes de 
synthase d'acides nucieiques, pour ne dtcr que quelques exemples, 

L'invention a encore pour objet un n^cessaire pour la detection d'un acide 
nucieique cible susceptible d'Stre present dans un echantiUon permettant la mise en oeuvre 
10 de la methode d'amplification decrite precedemment. 

On va maintenant decrire I'invention de fa9on plus detailiee, et en faisant le cas 
echeant reference aux dessins annexes dans lesquels : 

La figure 1 decrit le principe de separation d'un brin d'acide nucieique d'un 
duplex par utilisation des proprietes de deplaceraent de brin de certaines polymerases. 
15 La figure 2 decrit une methode d'installation d'un promoteur d'ARN 

polymerase par deplacement de brin pour I'obtention d'ARNs compiementaires d'une 
sequence cible (ARN ou ADN) par transcription, en phase homogene (une seule etape et 
une seule temperature). La sequence du promoteur est materialisee par des rectangles noirs 
et les ARNs sont representes en caractere gras. L'amorce X comprend de 5' vers 3' une 
20 sequence comprenant la sequence sens d'un promoteur d'une ARN polymerase et une 
sequence s'hybridant avec la sequence aval de la cible, l'amorce Z represente l'amorce dont 
I'extension permet de generer le brin compiementaire du fragment obtenu a partir de 
Tamorce X, et l'amorce Y represente l'amorce de "deplacement" s'hybridant en aval de X 
et dont reiongation produit le deplacement du produit d'eiongation de X. Les signes et 
25 font reference k des sequences appartenant k des brins opposes d'un acide nucieique, 

c'est k dire des brins compiementaires. 

La figure 3 decrit une voie d'entree de la methode d'amplification de 
I'invention, par "Reaction de Transcription utilisant le Deplacement", k partir d'ADN ou 
d'ARN, simple ou double brin, homo duplex ou heteroduplex decrite dans la figure 5 
30 utilisant des amorces A et B comprenant une sequence sens promotrice complete 
representee par un rectangle noir, qui, sous forme de double brin, produit un promoteur 
fonctionnel. 

La figure 4 decrit une autre voie d'entree de la methode d'amplification de 
I'invention, par "Reaction de Transcription utilisant le Deplacement", k partir d'ADN ou 
35 d'ARN, simple ou double brin, homoduplex ou heteroduplex, decrite dans la figure 6, 
utilisant des amorces A et B comprenant seulement une panic 3' de la sequence sens d'un 
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promoteur representee par un rectangle noir court, au contraire des amorces D et F qui 
comprennent une sequence sens promoteur complete representee par un rectangle noir 
long, c*est k dire que les sequences contenues dans les amorces A et B, dans le cas des 
figures 4 et 6, lorsqu*elles sont sous forme de double brin, ne forment par de promoteur 
S fonctionneL 

La figure 5 d^crit le cycle d'amplification de la "Reaction de Transcription 
utilisant le Deplacement" conduisant k Taccumulation exponentielle d'ARN et d'ADN 
correspondant aux deux brins compiementaires de la cible inidale, utilisant des amorces A, 
B, D et F comprenant toutes une sequence sens promotrice complete repiesentde par un 

10 rectangle noir, qui, sous forme de double brin, produit un promoteur fonctionneL 

La figure 6 ddcrit le cycle d'amplification de la "Reaction de Transcription 
utilisant le Deplacement" conduisant k Taccumulation exponentielle d'ARN et d'ADN 
correspondant aux deux brins compldmentaires de la cible initiale, utilisant des amorces A 
et B comprenant seulement une partie 3' de la sequence sens d*un promoteur representee 

IS par un rectangle noir court, au contraire des amorces D et F qui comprennent une sequence 
sens promoteur complete representee par un rectangle noir long, c'est k dire que les 
sequences contenues dans les amorces A et B, dans le cas des figures 4 et 6, lorsqu'elles 
sont sous forme de double brin, ne forment pas de promoteur fonctionnel. Par consequent, 
ce cycle d'amplification ne fait intervenir que des polynucleotides double brin portant un 

20 seul promoteur fonctionnel, permettant la transcription seulement d*un des deux brins. 

La figure 7 decrit un cas particulier d'amorces utilisables pour realiser le cycle 
d'amplification par transcription utilisant le deplacement, comme decrit dans la figure 5. 
L'amorce D (caractere gras) correspond k celle decrite dans la figure 5 et Tamorce C bis 
est dans ce cas chevauchante avec l'amorce D. Ce cas de figure suppose que Thybridation 

25 de Tamorce C bis sur la cible est favorisee sur le plan thermodynamique par rapport k 
Thybridation de Textremite 5' de Tamorce D. 

La figure 8 represente Tanalyse des produits de transcription utilisant le 
deplacement, par separation eiectrophoretique en gel de polyacrylamide, transfert sur 
membrane et hybridation, comme decrit dans I'exemple L La fleche indique le produit de 

30 transcription attendu, de 263 bases. La piste 1 correspond au temoin de transcription. La 
piste 2 correspond k I'essai en absence d'amorce de deplacement. Les pistes 3^7 
correspondent aux essais contenant 5 mM, 500 nM, 50 nM, 5 nM ou 0,5 nM, 
respectivement. 

La figure 9 represente I'analyse des produits de transcription utilisant le 
35 deplacement, par separation eiectrophoretique en gel de polyacrylamide, transfert sur 
membrane et hybridation, comme decrit dans I'exemple 2. La fleche indique le produit de 
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transcription attendu, de 263 bases. La piste 1 coirespond au t6moin de taille de 285 paiies 
de bases obtenu par PCR k Taide des amorces A24 (SEQ ID n^ : 2) et 1028 (SEQ ID 
n^ : 3). Les essais ont 6t6 r^alis^s en absence de transcriptase inverse et ARN polymerase 
T7 (piste 2) ou en pr6sence des enzymes, avec les trois types d'amorces X, Y et Z (piste 3), 
5 sans Tamorce de d6placement Y (piste 4) ou sans amorce Z (piste 5). 

La figure 10 repr^sente l*analyse des produits de transcription utilisant le 
d6placement9 par separation dlectrophordtique en gel de polyacrylamide, transfert sur 
membrane et hybridation, comme ddcrit dans I'exemple 3. La piste 1 correspond au tdmoin 
de taille de 285 paires de bases obtenu par PCR k Taide des amorces A24 (SEQ ID n^ : 2) 

10 et 1028 (SEQ ID n^ : 3). La piste 2 correspond au tdmoin de transcription de la cible de 
285 paires de bases en presence d ARN polymerase T7. Les pistes 3^6 correspondent aux 
essais realises en absence d'un des reactifs, k savoir TARN polymerase T7 (piste 3)» la 
transcriptase inverse (piste 4), Tamorce Z (piste 5) ou I'amorce de deplacement Y (piste 6). 
La piste 7 correspond k I'essai en presence de tous les reactifs, comme decrit dans 

15 Texemple 3. 

La figure 11 represente Tanalyse des produits de transcription k partir d'un 
acide nucieique encadre par deux promoteurs orientes pour la transcription de Tun ou de 
I'autre des brins de Tacide nucieique par separation eiectrophoretique en gel de 
polyacrylamide, transfert sur membrane, et hybridation soit par une sonde A28 (SEQ ID 
20 n** 5) (panel A), soit par une sonde A19 (SEQ ID n^ 11) (panel B), detectant 
lespectivement soit les ARNs + soit les ARNs comme decrit dans Texemple 4. La piste 1 
correspond au temoin de taille de 275 paires de bases. La piste 2 correspond aux essais 
transcriptionnels. 

Les figures 12 et 13 representent un autre mode de realisation des figures 3 et 
25 5, respectivement. 

Les figures 14 et 15 representent une variante simplifiee de la methode 
d'amplification decrite dans les figures 3 et 5, respectivement; k savoir, que ramorce(s) 
promotrice(s) D et/ou F (facultative) est enlevee du milieu reactionnel. 

Les figures 16 et 17 representent une variante simplifiee de la methode 

30 d'amplification decrite dans les figures 3 et 5, respectivement; k savoir, les amorces A et B 
ne contiennent plus la sequence definie facultative en amont de la sequence sens du 
promoteur. Par consequent, I'utilisation des amorces de deplacement C et E (figure 5) n'est 
plus necessaire. Le role de deplacement enzymatique est assure par les sequences sens des 
promoteurs inclus dans A et B, soit les amorces D et F, respectivement. 

35 Selon I'invention, le procede d'amplification d'une sequence d*un acide 

nucieique cible, ladite sequence comprenant, k partir de son extremite 5', dans la direction 
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5 -3\ une sequence amont ayant au moins 5 nucleotides et k pardr de son extr6mit6 3' dans 
la direction 3 une s6quence aval ayant au moins 5 nucleotides, comprend les etapes 
consistant : 

- k obtenir un polynucleotide comprenant un premier segment correspondant k 
S la sequence k amplifier et comprenant en outre au moins un deuxieme segment choisi 

parmi des segments comprenant la sequence sens ou la sequence anti-sens d*un promoteur 
d'ARN polymerase ou au moins une partie de ladite sequence sens ou anti-sens» etant 
entendu qu*un tel deuxi&me segment comprenant ladite sequence sens ou une partie de 
celle-ci est situe en amont de I'extremite S' dudit premier segment, et qu*un tel deuxieme 
10 segment comprenant ladite sequence anti-sens ou une partie de celle-ci est situe en aval de 
I'extremite 3* dudit premier segment, et 

- k mettre en contact ledit polynucleotide, en presence d*un syst&me ayant une 
activite d*ARN polymerase, une activite d'ADN polymerase ARN-dependante, une activite 
d'ADN polymerase ADN-dependante et une activite de deplacement de brin, dans des 

IS conditions permettant le fonctionnement desdites activites, et en presence d'un exces de 
desoxyribonucieosides triphosphates et de ribonucieosides triphosphates, avec un 
ensemble d*amorces, presentes en exc^s, comprenant : 

a) une premiere amorce comprenant successivement depuis son extremite 5' 
vers son extremite 3* : 

20 - un premier segment polynucieotidique de sequence arbitraire, et dont la 

presence comme constituant de la premiere amorce est facultative, ledit premier segment, 
lorsqu*il est present, comprenant au moins S nucleotides, 

- un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d'un 
promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 

25 sens incluant sa partie 3'-terminale, 

- et un troisi^me segment ayant la meme longueur que ladite sequence amont 
et etant soit homologue de ladite sequence amont, soit capable de s*hybrider avec ladite 
sequence amont, 

et/ou 

30 b) une seconde amorce comprenant successivement depuis son extremite 5' 

vers son extremite 3* : 

- un premier segment, facultatif, deHni comme le premier segment de la 
premiere amorce, mais non necessairement identique a celui-ci, 

- un second segment defini comme le second segment de la premiere amorce, 
35 mais non necessairement identique k celui-ci. 
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- et un troisieme segment ayant la meme longueur que ladite sequence aval et 
dtant soil homologue de ladite s^uence aval, soit capable de s*hybrider avec ladite 
sequence aval, 6tant entendu que le troisi&me segment de Tune des premiere et seconde 
amorces est homologue de Tune des s^uences amont ou aval de ladite sequence k 

5 amplifier, tandis que le troisi&me segment de I'autre amorce est capable de s'hybrider avec 
I'autre sequence aval ou amont, 

et/ou 

c) une troisieme et/ou une quatiieme amorces facultatives comprenants : 
soit une sequence homologue du second segment de la premiere amorce et de 
10 la seconde amorce, respectivement, et contenant au moins une partie d*une sequence sens 
dudit promoteur d'ARN polymerase incluant sa parde 5'-terminale, 

soit une sequence homologue d'une partie du premier segment de la premiere 
et seconde amorce respectivement, mais ne comprenant pas leur partie 5', 

et/ou 

IS d) une cinqui&me et/ou une sixi&me amorces facultatives 5 comprenant : 

soit une sequence homologue d'une partie de la troisi&me et de la quatri&me 
amorces, respectivement, ladite partie ne comprenant pas le nucleotide 3'-terminal de 
ladite troisieme ou quatrieme amorce, 

soit une sequence homologue d'au moins une partie dudit premier segment de 
20 la premifere et de la deuxi^me amorces, respectivement. 

Selon un mode de realisation particulier du procddd d'amplification selon 
rinvention, celui-ci comprend les Stapes consistant : 

- k obtenir un polynucleotide comprenant un premier segment correspondant k 
la sequence k amplifier et comprenant en outre au moins un deuxi&me segment choisi 

25 parmi des segments comprenant la sequence sens ou la sequence anti-sens d'un promoteur 
d'ARN polymerase ou au moins une partie de ladite sequence sens ou anti-sens, etant 
entendu qu'un tel deuxi^me segment comprenant ladite sequence sens ou une partie de 
celle-ci est situe en amont de Textremite 5' dudit premier segment, et qu*un tel deuxieme 
segment comprenant ladite sequence anti-sens ou une partie de celle-ci est situe en aval de 

30 Textremite 3* dudit premier segment, et 

- k mettre en contact ledit polynucleotide, en presence d'un systfeme ayant une 
activite d'ARN polymerase, une activite d'ADN polymerase ARN-dependante, une activite 
d'ADN polymerase ADN-dependante, et une activite de deplacement de brin, dans des 
conditions permettant le fonctionnement desdites activites, et en presence d'un exc^s de 

35 desoxyribonucieosides triphosphates et de ribonucieosides triphosphates, avec un 
ensemble d'amorces, pr6sentes en exc&s, comprenant : 
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a) une premiere amorce comprenant successivement depuis son extr^mitd S' 
vers son cxtT6imi6 3* : 

- un premier segment polynucleotidique de sequence arbitraire, et dont la 
presence comme constituant de la premiere amorce est facultative, ledit premier segment, 

5 lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

- un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d'un 
promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 
sens incluant sa parde 3*-terminale, 

- et un troisi&me segment ayant la meme longueur que ladite sequence amont 
10 et 6tant soit homologue de ladite s^uence amont, soit capable de s'hybrider avec ladite 

sequence amont, 

b) une seconde amorce comprenant successivement depuis son extr6mit6 5* 
vers son extremity 3* : 

- un premier segment, facultatif, d6fini comme le premier segment de la 
15 premiere amorce, mais non ndcessairement identique k celui-ci, 

- un second segment ddfini comme le second segment de la premiere amorce, 
mais non ndcessairement identique k celui-ci, 

- et un troisieme segment ayant la meme longueur que ladite sequence aval et 
6tant soit homologue de ladite sequence aval, soit capable de s'hybrider avec ladite 

20 sequence aval, dtant entendu que le troisi&me segment de Tune des premifere et seconde 
amorces est homologue de Tune des sequences amont ou aval de ladite sequence k 
amplifier, tandis que le troisi6me segment de Tautre amorce est capable de s'hybrider avec 
Tautre sequence aval ou amont, 

c) une troisieme et/ou une quatrieme amorces comprenant 

25 soit une sequence homologue du second segment de la premifere amorce et de 

la seconde amorce, respectivement, et contenant au moins une partie d'une sequence sens 
dudit promoteur d'ARN polymerase incluant sa partie 5'-terminale, 

soit une sequence homologue d'une parde du premier segment de la premifere 
et seconde amorce, respecdvement, mais ne comprenant pas leur extr^mitd 5*, 

30 et/ou 

d) une cinquifeme et/ou une sixifeme amorces comprenant : 

soit une sequence homologue d'une partie de la troisifeme et de la quatrieme 
amorces, respectivement, ladite partie ne comprenant pas le nucleotide 3 -terminal de 
ladite troisifeme ou quatrifeme amorce, 
3^ soit une sequence homologue d'au moins une partie dudit premier segment de 

la prcmiferc et de la deuxifeme amorces, respectivement. 
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Dans la prSsente demandc, Texpression "amont" ddsigne une region situde du 
cot6 de rextrdmit^ 5* de Tacide nucl^ique ou de la sequence polynucleotidique dont il 
s'agit, et Texpression "aval" d6signe une rdgion situ6e du c6t6 de rextr6mit6 3' dudit acide 
nucldique ou de ladite sequence polynucleotidique. 
5 Par sequence homologue d'une autre sequence, on designe une sequence 

identique k une autre, ou assez identique pour s'hybrider avec une sequence strictement 
compl6mentaire de la sequence avec laquelle elle est homologue. 

Le terme "hdt^roduplex" signifie un hybride ARN/ADN. Le terme 
"homoduplex" d6signe un hybride ADN/ADN ou ARN/ARN. 
^0 terme "nucleosides triphosphates" designe indiff6remment des desoxyribo- 

nucleosides triphosphates et/ou des ribonucldosides triphosphates. 

Dans le proc^e qui vient d'etre d^fini, le produit de depart comprend un 
premier segment "correspondant" k la sequence k amplifier, ce qui signifie qu'il s'agit soit 
de ladite sequence k amplifier, soit du brin compldmentaire de ladite sequence k amplifier, 
15 6tant entendu que le procddd foumit de tome fafon une amplification des deux brins 
compldmentaires, meme lorsque le produit de depart est monobrin. 

La capacity de d6placement de brin qui est bien connue pour certaines 
polymerases est associde, entre autres, k la synthase d'ADN pour une ADN polymerase 
ADN-dependante et la synthase d^ADN par une ADN polymerase ARN-dependante. Bien 
20 entendu, cette capacite de deplacement de brins est plus efficace lorsque les polymerases 
concemees n'ont pas d'activite de 5-3' exonuciease. Cette capacite de deplacement de brin 
peut etre apportee independamment des polymerases, comme defini ci-apr6s. 

II convient de remarquer que les polymerases utilisees peuvent avoir une 
activite de ribonuciease H, dans la mesure o\i cette activite n'empeche pas le 
25 fonctionnement du procede d'amplification. 

II est facile de voir que dans le procede qui vient d'etre decrit, les troisifeme et 
quatrifeme amorces peuvent etre identiques. De meme les cinquieme et sixi^me amorces 
peuvent etre identiques. 

Pour que le procede d^amplification decrit ci-dessus puisse fonctionner, il est 
30 necessaire que la troisifeme et la quatrifeme amorces, si elles sont presentes, comprennent 
au moins la partie 5' de la sequence sens du promoteur d'ARN polymerase. C'est le cas de 
Tamorce D representee aux figures 4, 5, 6 et 7 et de I'amorce F representee aux figures 4, 5 
et 6. Ces figures 4 et 6 montrent qu'il n'est pas necessaire que I'amorce A et/ou B 
contienne une sequence complJjte du promoteur de TARN polymerase. Les produits de 
35 reaction issus de A et F d'une part, et B et D d'autre part doivent contenir une sequence 
sens fonctionnelle de promoteur d'ARN polymerase. 
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Par "activit6 de ddplacement de brin", on d6signe le phdnom&ne par lequel un 
agent biologique, chimique ou physique, par exemple une ADN polymerase, provoque la 
dissociation d'un acide nucldique apparid de son brin complementaire dans une direction 
de 5* vers 3\ en conjonction avec, et k proximit6 de, la syntii^se d'acide nucleique matrice* 
5 dependante. Le ddplacement de brin commence k Textrdmitd 5' d'une sequence d*acide 
nucl6ique apparide et Tenzyme procfede par consequent h la synthase d'acide nucleique 
imm^diatement en 5' du site de d^placement Uacide nucl6ique n6o-synth6tis6 et Tacide 
nucldique d6placd ont gdn6ralement la meme sequence nucleotidique qui est 
compldmentaire du brin d'acide nucleique matrice. L'activitd de deplacement de brin peut 

10 rfsider sur la meme mol&ule que celle conftrant Tactivit^ de synthase d'acide nucldique, 
et particuliferement la synthase d'ADN, ou elle peut 6tre une activite s6par6e et 
inddpendante. Des ADN polymerases telles que TADN polymerase I d'E. coli, le fragment 
de Klenow de TADN polymerase I, TADN polymerase du bacteriophage T7 ou T5, la 
transcriptase inverse du virus HIV sont des enzymes qui possedent a la fois Tactivite 

15 polymerase et Tactivite de deplacement de brin. Des agents tels que les heiicases peuvent 
6tre utilises en conjonction avec des agents inducteurs qui ne possfedent pas d'activite de 
deplacement de brin, afin de produire Teffet de deplacement de brin, c'est k dire le 
deplacement d'un acide nucleique couple k la synthese d'un acide nucleique de mSme 
sequence. De meme, des proteines telles que Rec A ou la Single Strand Binding Protein 

20 d'£. call ou d'un autre organisme pourraient etre utilisees pour produire ou favoriser le 
deplacement de brin, en conjonction avec d'autres agents inducteurs. Pour plus de details 
et une discussion du deplacement de brin, consulter KORNBERG, A. et BAKER T.A. 
(1992, DNA Replication. 2nd Edition, pp 1 13-225, Freeman, New York). 

Par promoteur d*une ARN polymerase, on designe une sequence ou structure 

25 qui peraiet d'initier la transcription. 

A titre d'exemple, on peut citer des "Structure-boucle" capables d'initier la 
transcription (M<|)llegaard, N. et al., (1994) PNAS, vol. 91, 3892-3895). 

Par sequence sens d'un promoteur d'ARN polymerase, on designe la sequence 
du promoteur double brin dont Textremite 3* est contigue au site d'initiation de la 

30 transcription qui est defini par ce meme promoteur. 

Par sequence anti-sens d'un promoteur d'ARN polymerase, on designe la 
sequence du promoteur double brin dont Textremite 5* est contigue du nucleotide 
complementaire du site dlnitiation de la transcription qui est defini par ce meme 
promoteur. 

Selon un mode de realisation paniculier, le polynucleotide utilise comme 
produit de depart comprend en outre : 
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a) en amoni de rextr6mit6 5' dudit deuxifeme segment comprenant tout ou 
partie de ladite sequence sens dudit polynucleotide, un segment homologue du premier 
segment de Tune des premiere et deuxifeme amorces, 

et/ou 

5 b) en aval de Textrdmit^ 3* dudit deuxifeme segment, comprenant ladite 

sequence anti-sens, dudit polynucleotide, un segment capable de s'hybrider avec le premier 
segment de Tune des premiere et seconde amorces. 

H est aisd de verifier que les divers produits de depart qui viennent d'etre 
definis peuvent donner lieu k une reaction d'amplification selon Tinvendon. 
^0 Ces produits de depart peuvent fitre prepares le cas 6ch6ani par synthase 

nucieotidique ou par h6misynth6se. 

Dans un mode de realisation parriculier, le polynucleotide de depart peut dtre 
un ARN ou un ADN isoie d'un echantillon biologique. Dans ce cas, il est possible 
d'obtenir une rfiaction d'amplification telle que definie precedemment, au depart de Tacide 

15 nucieique cible, en une seule etape en ajoutant tous les nfactifs (amorces, polymerases, 
etc.) dfes le debut de la reaction eventuellement aprfes denaturation de la cible. Ce mode de 
realisation particulier est caracterise par le fait que, pour obtenir ledit polynucleotide 
utilise comme produit de depart dans le procede defini precedemment, on opfere au depart 
d'un acide nucieique cible contenant la sequence k amplifier et se prolongeant, au-dela de 

20 Textremite 3* de ladite sequence k amplifier, par une region aval, et au-deli de Textremite 
5' de ladite sequence k amplifier, par une region amont, 

on met en contact ledit acide nucieique en presence d'un excfes de nucleosides 
triphosphates et en presence : 

- dudit systfeme k activites ADN polymerase, ARN polymerase et deplacement 

25 de brin, 

- et d'un ensemble d'amorces contenant des amorces telles que definies prece- 
demment et contenant en outre une septifeme amorce capable de s'hybrider avec ladite 
region aval de la cible, et une huitifeme amorce capable de s'hybrider avec une sequence 
compiementaire de ladite region amont. 

Dans un mode de realisation particulier de invention, et afin de limiter le 
nombre d'amorces nucieotidiques utilisees dans la presente invention, on peut choisir la 
sequence du premier segment de la premi&re et/ou de la deuxidme amorce comme 
equivalente k la sequence de la septifeme et/ou la huitifeme amorce. 

L'invention conceme egalement un ensemble d'amorces pour la mise en oeuvre 
35 d'un procede d'amplification d'un acide nucieique cible, ce precede etant tel que defini 
precedemment. Get ensemble d'amorces comprend au moins : 
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a) une amorce Al comprenant successivement depuis son extrdmitd 5* vers son 
extr€mit6 3* : 

- un premier segment polynucldotidique facultatif, de sequence arbitraire, ledit 
premier segment, lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

5 - un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d'un 

promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 
sens incluant son extremity 3 -terminale, 

- et un troisiime segment capable de s'hybrider avec une sequence de la cible, 
et/ou 

10 b) une amorce A2 comprenant : 

soit une sequence homologue de tout ou partie du second segment de I'amorce 
Al, et comprenant au moins la partie 5* de la sequence sens dudit promoteur d'ARN 
polymerase, 

soit une sequence homologue d*une partie du premier segment de la premiere 
15 et la seconde amorce mais ne comprenant pas leur partie 5*, respectivement, 

et/ou 

c) une amorce A3 comprenant : 

soit une sequence homologue d'une partie de I'amorce A2, ne comprenant pas 
le nucleotide 3'-tenninal de A2, 

^0 soit une sequence homologue d'au moins une partie d'un premier segment tel 

que defini ci-dessus present sur A 1 . 

Selon un mode de realisation particulier, Tensemble d'amorces comprend au 

moins : 

a) une amorce Al comprenant successivement depuis son extremite 5' vers son 
25 extremite 3* : 

- un premier segment polynucieotidique facultatif, de sequence arbitraire, ledit 
premier segment, lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

- un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d'un 
promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 

30 sens incluant son extremite 3 -terminale, 

- et un troisieme segment capable de s'hybrider avec une sequence de la cible, 

b) une amorce A2 comprenant : 

soit une sequence homologue de tout ou partie du second segment de I'amorce 
Al, et comprenant au moins la partie 5' de la sequence sens dudit promoteur dARN 
35 polymerase. 
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soit une sequence homologue d'une partie du premier segment de la premiere 
et la seconde amorce mais ne comprenant pas leur parue 5', respectivement, 
. . et/ou 

une amorce A3 comprenant : 
5 soit une s^uence homologue d*une partie de Tamorce A2, ne comprenant pas 

le nucl6otide 3 -terminal de A2, 

soit une s&juence homologue d'au moins une partie d*un premier segment tel 
que d^fini ci-dessus» present sur Al. 

Le schema de ce mode de realisation particulier est donn6 k la figure 3 dans le 
10 cas d*un acide nucldique double brin ce qui ndcessite bien entendu une denaturation 
pr6alable, 

Comme cela ressort de la figure 3, le produit d'61ongation de I'amorce A le 
long de la cible (I) est d6plac6 par le produit d'dlongation de I'amorce G, ce qui conduit k 
Tobtention du produit double brin (HI) et de TADN monobrin (II), De meme, le produit 
15 d'dlongation de Tamorce B le long de Tautre brin (F) de la cible est ddplace par le produit 
d'61ongation de H, ce qui conduit k Tobtention du produit double brin (III*) et de I'ADN 
monobrin (II'). 

L'hybridation des amorces A et G sur I'ADN monobrin (IF) conduit de fagon 
analogue k Tobtention du produit ADN double brin (V) et de I'ADN monobrin (IV). 
20 L'hybridation de I'amorce B sur I'ADN monobrin (IV) conduit au produit ADN double 
brin (VI) qui contient sur chacun de ses brins la sequence sens (ou la partie de sequence 
sens pi€sente dans I'amorce A et dans I'amorce B, respectivement) d'un promoteur d'ARN 
polym^se. 

On voit aisdment que par des hybridations, Elongations et d^placements 
25 similaires, le produit ADN monobrin (II) conduit au meme produit ADN double brin (VI). 

En outre, le produit double brin (V), s'il contient une sequence complete de 
promoteur d'ARN polymerase, donnera un produit de transcription ARN monobrin 
capable de s'hybrider avec B et H, et I'Elongation par transcription inverse, avec 
ddplacement, de ces amorces conduit k I'obtention d'un ADN monobrin dont il est facile de 
30 verifier que par hybridation avec A suivie d'dlongation, il permet d'obtenir dgalement le 
produit ADN double brin (VI). Des inactions analogues, au depart de I'ADN double 
brin (V), conduisent dgalement au produit ADN double brin (VI). On voit sur la figure 3 
que I'utiiisation des septifeme et huitifeme amorces G et H conduit au produit ADN double 
brin (VI) qui est bien un polynucleotide utilisable comme produit de depart dans le 
35 procEdd gdndral qui a 6t6 ddcrit ci-dessus. 
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Dans un mode de ri6alisation particulier de Tinvention, en pi€sence d'un 
ftagment d'acide nucl6ique simple brin, une premiere amorce "A" (compos6e 
successivement. de 5* vers 3', d'une sequence arbitraire, suivie d'une sequence 
correspondant k tout ou partie d'une sequence ou d'un promoteur d'ARN polymerase, puis 
5 d'une sequence compl6mentaire de la cible) s'hybride sur sa sequence cible (I) (figure 3). 
En presence d'une ADN polymerase, des nucleotides sont ajout^s k rextr6mit6 3' de. cette 
amorce tout au long de la sequence cible (I). Le produit d'extension est sdpar^ du brin 
d'acide nucldique cible par displacement de brin, suite k I'extension d'une amorce "G" 
hybridde en amont de I'amorce A ce qui conduit k I'obtention du produit double brin (HI) 
10 et de I'ADN monobrin (H). Une seconde amorce "B" (composde successivement, de 5' 
vers 3', d'une sequence arbitraire, suivie d'une sequence correspondant k tout ou partie 
d'une sequence d'un promoteur d'ARN polymerase, puis d'une sequence de I'acide 
nucieique cible) s'hybride k I'extremite 3' du produit d'extension ndosynthetise et libdnJ 
dans le miUeu (H). En presence de I'ADN polymerase, des nucleotides sont ajoutes k 
I'extremite 3' de cette amorce tout au long de la sequence du brin neosyntiietise. Ce second 
brin neosyntiietise est separe du premier par deplacement de brin, suite k I'extension d'une 
amorce "H" hybridee en amont de I'amorce B sur la cible. La premiere amorce A peut 
alors s'hybrider sur ce second brin libenS et Stre etendue en piesence d'une polymerase et 
de desoxyribonucieosides triphosphates (dNTPs). Le produit de inaction double brin de 
taiUe definie qui en resulte(VI) contiendra alors k chaque extremite une sequence 
promotrice fonctionnelle d'ARN polymerase, prdcedee en 5' par une sequence arbitraire 
(figure 3). 

Le produit VI obtenu est le produit de depart de I'amplification decrite 

(figure 5). 

Une ARN polymerase transcrit alors k partir du promoteur dont la sequence 
sens est inclus dans A, en presence de ribonucieosides triphosphates (rNTPs), des 
ARNs(Vn) comportant done k leur extnJmite 3' la sequence compiementaire de 
I'amorce B (figure 5). Chaque ARN transcrit peut s'hybrider simultanement a son 
extremite 3' une amorce "C" possedant k son exttemite 3' une sequence comportant tout ou 
partie de la sequence arbitraire de I'amorce B. et en aval de C, une amorce "D" possedant k 
son extremite 3' tout ou partie de la sequence sens du promoteur qui est inclus dans B. 
L'ADN polymerase ARN-dependante etend. en presence de dNTPs, I'extremite 3' de 
I'amorce C et deplace simultanement le brin en aval resultant de I'extension de I'amorce D. 
On aboutit k la liberation dans le milieu d'un ADN simple brin (VIII) compiementaire de 
I'ARN transcrit k partir du promoteur de A et comprenant k son extremite 5' la sequence 
du promoteur de B. L'extremite 3' de ce brin peut alors s'hybrider avec I'amorce A. L'ADN 



20 



25 



wo 95/03426 



21 



PCTyER94/00935 



polymerase 6tend rextr^mitd 3* de ramorce A le long du brin d'ADN et rextr6mit6 3* du 
brin d'ADN le long de Tamorce A. Le produit de r6action double brin (X) de taille d6finie 
qui en i€sulte contient alors, k une extr£mit6, la sequence promotrice fonctionnelle d'ARN 
polymerase incluse dans B, et h I'autre extr6mit6, la sequence promotrice fonctionnelle 
5 d'ARN polymerase incluse dans A, pr6cdd6e en 5* par la sequence arbitraire. LARN 
polymerase transcrit alors k partir du promoteur de B, en presence de rNTPs, des 
ARNs(VIIbis) comportant done k leur extrdmite 3* la sequence complementaire de 
I'amorce A. 

De mSme, une ARN polymerase transcrit alors k partir du promoteur inclus 
10 dans B contenu dans un brin du fragment d'acide nucieique double brin (VI) de taille 
definie portant a chaque extrdmite une sequence promotrice fonctionnelle dARN 
polymerase prdcedee en 5* par une sequence definie, en presence de rNTPs, des 
ARNs(Vnbis) comportant done k leur extremite 3' la sequence complementaire de 
Tamorce A (figure 5). Uextremite 3' de chaque ARN transcrit s'hybride simultandment 

15 avec une amorce "E" possedant k son extremite 3' une sequence comportant tout ou partie 
de la sequence "amont" de Tamorce A, et avec une amorce "F" possedant k son 
extremite 3* tout ou partie de la sequence de Tamorce A k partir de la sequence promotrice, 
E et F etant choisis de telle fa9on que Tamorce F s'hybride en aval (c*est a dire vers 3*) de 
E. UADN polymerase ARN-dependante etend, en presence de dNTPs, Textrtmite 3' de 

20 ramorce E et deplace simultanement le brin en aval resultant de Textension de Tamorce F. 
On aboutit a la liberation dans le milieu d'un ADN (VIII bis) simple brin complementaire 
de TARN transcrit k partir du promoteur de B et comprenant k son extremite 5' la sequence 
du promoteur de A. Ce brin pent alors hybrider k son extremite 3* Tamorce B. L'ADN 
polymerase etend Textremite 3' de I'amorce B le long du brin d ADN (VIII bis) et 

25 Textremite 3* du brin d'ADN (VIII bis) le long de Tamorce B. Le produit de inaction 
double brin (X bis) de taille definie qui en resulte contient alors, k une extremite, la 
sequence promotrice fonctionnelle dARN polymerase incluse dans A, et k Tautre 
extremite, la sequence promotrice fonctionnelle dARN polymerase incluse dans B, 
precedee en 5' par la sequence definie arbitraire. L'ARN polymerase transcrit alors k partir 

30 du promoteur de A, en presence de rNTPs, des ARNs (VII) componant done k leur 
extremite 3' la sequence complementaire de Tamorce B. 

Les ARNs (VII) comportant k leur extremite 3* la sequence complementaire de 
ramorce B sont identiques k ceux transcrits de la matrice constituee du fragment d'acide 
nucieique double brin (VI) de taille definie contenant k chaque extremite une sequence 

35 promotrice fonctionnelle d'ARN polymerase, precedee en 5* par une sequence definie 
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arbitraire, a partir du promoteur de A. lis fixent done les amorces C et D par hybridadon et 
le eyele de reaction piecedemment decrit se poursuit. 

De meme, les ARNs (VII bis) comportant k leur extremity 3' la sequence 
complementaire de Tamorce A sont identiques k ceux transcrits de la matrice constituee du 
S fragment d'acide nucl6ique double brin (VI) de taille d^finie contenant h chaque extr6mit6 
une sequence promotrice fonctionnelle d*ARN polymerase, pr6c6dee en 5* par une 
sequence definie arbitraire, k partir du promoteur de "B". lis fixent done les amorces E et 
F par hybridation et le cycle de reaction prdc6demment ddcrit se poursuit. 

n en r€sulte une amplification exponentielle de la cible comprise entre les 
10 deuxidmes segments des amorces A et B resultant en une accumulation d*ADN et/ou 
d*ARN double brin correspondant a la cible amplifide. 

La m6thode decrite dans cette invention presente les avantages d'6tre 
isotherme, de pouvoir n'utiliser que deux enzymes, de produire a la fois de TARN et de 
TADN, d'etre realisable aussi bien k partir de cible ARN et ADN sans extr6mit6 definie, de 
IS ne pas etre pas limitee par la nature de la sequence cible et de ne pas n6cessiter d*activit6 
(ribo)nucl6ase pour la separation des brins d'un duplex. En outre, elle n'implique pas 
I'incorporarion de nucleotides modifies dans les produits d'amplification par les 
polymerases utilisdes. 

Uinvention conceme ^galement un ndcessaire pour la mise en oeuvre du 
20 procdde tel que ddfini prgc^denunent, caractdrisd par le fait qu'il comprend un ensemble 
d'amoices A^, A2 , A3 tel que defini pr^cedemment et au moins un second ensemble 
d*amorces comprenant : 

a) une amorce B 1 comprenant successivement depuis son extremitd 5* vers son 
extremity y : 

25 - un premier segment polynucleotidique facultatif, de sequence arbitraire, ledit 

premier segment, lorsqu'il est present, Comprenant au moins 5 nucleotides, 

- un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d'un 
promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 
sens incluant son extremite 3 -terminale, 

- et un troisi&me segment capable de s'hybrider avec une sequence 
nucldotidique complementaire d*une sequence de la cible situ^e, sur la cible, en amont de 
la sequence avec laquelle Tamorce Al est capable d'hybridation, 

et/ou 
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b) une amorce B2 comprenant : 

soit une sequence homologue de tout ou partie du second segment de Tamorce 
Bl, et comprenant au moins la partie 5' de la sequence sens dudit promoteiu- d'ARN 
. polymerase, 

5 soit une sequence homologue d*une partie du premier segment de la premiere 

et seconde amorce, mais ne comprenant pas leur partie 5', respectivement, 

et/ou 

c) une amorce B3 comprenant : 

soit une sequence homologue d'une partie de Tamorce B2, ne comprenant pas 
10 le nucleotide 3 -terminal de B2. 

soit une sequence homologue d'au moins une partie d'un premier segment tel 
que ddfini ci-dessus, present sur Bl, ledit n6cessaire contenant en outre 6ventuellement 
une septieme et une huitifeme amorces telles que ddfinies pr^cedemment. 

Selon un mode de realisation particulier du ndcessaire selon Tinvention, le 
15 second ensemble d'amorces comprend : 

a) une amorce Bl comprenant successivement depuis son extrdmitd 5' vers son 
extremite 3* : 

• un premier segment polynucldotidique facultatif, de sequence arbitraire, ledit 
premier segment, lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 
20 . un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d*un 

promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 
sens incluant son extremite 3 -terminale, 

- et un troisifeme segment capable de s*hybrider avec une sequence 
nucieotidique compiementaire d'une sequence de la cible situee, sur la cible, en amont de 
25 la sequence avec laquelle I'amorce Al est capable d'hybridation, 

b) une amorce B2 comprenant 

soit une sequence homologue de tout ou partie du second segment de Tamorce 
Bl, et comprenant au moins la partie 5' de la sequence sens dudit promoteur d'ARN 
polymerase, 

30 soit une sequence homologue d'une partie du premier segment de la premiere 

et seconde amorce, mais ne comprenant pas leur partie 5*, respectivement, 

ei/ou 

une amorce B3 comprenant : 

soit une sequence homologue d'une partie de Tamorce B2 ne comprenant pas le 
35 nucleotide 3-terminal de B2, 
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soit une sequence homblogue d'au moins une partie d'un premier segment tel 
que d6fini ci-dessus, present sur Bl, ledit ndcessaire contenant en outre 6ventuellement 
une septifeme et une huitifeme amorces telles que ddfinies pr6c6demment 

S Dans la presente invention, T^chantiUon k analyser peut etre isol6 a partir de 

n'importe quelle matifere de depart suspect6e contenir la sequence d'acide nucl6ique cible. 
Pour les animaux» et plus particuliferement les mammifferes, Torigine de ces mati&res peut 
etre le sang, la moelle osseuse, la lymphe, les tissus durs (foie, rate, rein, poumon, ovaires, 
etc.), le crachat, le frottis, les feces, Turine. D'autres origines de mati^res de depart peuvent 

10 etre des plantes, des prfilfevements du sol, des aliments, ainsi que toute autre source 
suspect€e de contenir des organismes biologiques. 

Uisolement des acides nucl^iques de ces matiferes de depart peut etre r6alis^ de 
diverses fagons. Ces proc6d6s comprennent Tutilisation de detergents conduisant h des 
lysats, Tutilisation d*enzymes Oysozyme, protdinase K, par exemple) le traitement aux 

15 ultrasons, Tagitation mdcanique en presence de billes, ou Tutilisation d'une presse de 
French. Dans cenains cas, il peut etre ndcessaire de purifier les acides nucl6iques extraits 
afin de se ddbarrasser d'6ventuels contaminants tels que des nucleases. Dans ce cas, la 
purification des acides nucMiques peut etre r6alisee par extraction au phenol-chloroforme, 
chromatographic, 6change d'ions, dlectrophorfese, centrifugation k r^quilibre ou par 

20 capture par hybridation sur un support solide. 

Dfes que les acides nucldiques sont Isolds, une fragmentation sommaire d'entre 
eux peut etre r6alis6e par des moyens tels que le traitement aux ultrasons, afin d'obtenir 
des fragments de taille infdrieure k 10 kilobases. Ceci pemiet alors de faciliter la 
denaturation initiale, en particulier dans le cas d'un acide nucldique double brin. 

25 Les amorces utilisdes dans la mdthode ont une longueur comprise entre 5 et 

100 nucleotides. Par exemple, la longueur des amorces A et B est gdneralement comprise 
entre 30 et 100 nucleotides et prdfdrentiellement comprise entre 40 et 70 nucleotides, 
tandis que la longueur des amorces C, D, E, F, G et H est comprise entre 5 et 50 
nucleotides et preferentiellement de 10 k 35 nucleotides. Les amorces A et B doivent etre 

30 substantiellement homologues ou compiementaircs, respectivement, dans leur extremite 3*, 
d'une sequence de la cible (supposee ici monobrin), de telle fafon que dans des conditions 
drastiques ou fortement discriminantes, leur hybridation sur leur site specifique de la cible 
ou de son complementaire puisse s'effectuer. Les amorces A et B peuvent contenir, k leur 
extremite 5' une sequence definie arbitraire, d'une longueur d'au moins 5 nucleotides. 

35 Cette sequence peut eventuellement etre commune k A et B mais peut tout aussi bien etre 
differente. Ladite sequence definie peut etre choisie indifferemment, pourvu qu'elle ne 
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comporte pas d'homologie significative avec la sequence cible, et qu'elle ne donne pas lieu 
h la formation de dimferes entre A et B, ni de structure secondaire (par exeniple tige-boucle 
ou duplex) au sein de Tamorce. En aval de cette sequence d^finie (c'est k dire vers 3'), les 
amorces A et B doivent contenir une sequence sens d'une sequence qui avec son 
5 compldmentaire a la capacity de fixer une ARN polymerase puis d'initia- la transcription 
d'ARN. Ces sequences dites "promoaices" ou encore appel€es sens ou anti-sens de 
"promoteurs" sont par exemple, des sequences promotrices d'ARN polymerases phagiques 
(par exemple des bacteriophage T7, T3 et SP6). U est connu que I'ARN polymerase du 
phage T7 requiert la presence d'un promoteur ^^cifique sur I'ADN pour une transcription 
10 efficace d'ARN. La sequence de ce promoteur specifique est parfaitement caracterisee 
(Dunn et Studier, 1983. /. Mol. Biol. 166 : 477-535) et la grande sp^cificite de 
transcription de I'ARN polymerase T7 k partir de son promoteur a ete mise en evidence 
(Bailey et aL, 1983. Proc. Natl. Acad Sci. 80 : 2814-2818). Ces propiietes peuvent fitre 
utilisees afin de produire in vitro des ARNs k partir de matrices contenant un promoteur 
15 double brin fonctioniiel (Krupp et S611, 1987. FEBS Lett. 2 ; 271-275). De mSme, des 
ARNs peuvent ette transcrits in vitro k I'aide d'ARN polymerase T7 k partir de matrices 
oligonucieotidiques synthetiques comportant un promoteur double brin (Milligan et al., 
1987. Nucl. Acids Res. 15 : 8783-8798). L'article de Krupp (1988 Gene 72 : 75-89) 
constitue une bonne revue des modes d'utilisation des ARN polymerases phagiques et des 
20 strategies utiles pour la syntiifese d'ARN in vitro. Les sequences promotrices utilisees 
peuvent aussi etre celles de promoteurs d'ARN polymerases eucaryotes telles que I'ARN 
polymerase HI (Sharp et al., 1985. Crit. Rev. Biochem. 19 : 107-144). 

C^ertaines des amorces de la presente invention comprennent des sequences 
homologues. Un ajustement des concentrations relatives des differentes amorces permet de 
25 favoriser I'hybridation differentielle pour le bon fonctionnement des cycles. 

Dans la presente methode, dfes que des fragments d'acide nucieique cible sont 
obtenus, ceux-ci sont denatures, le cas echeant, afin de les rendre simple brin et de 
permettre I'hybridation des amorces A et G, et, si I'acide nucieique initial est double brin, 
B et H (ou vice versa). L'augmentation de la temperature k environ 95*'C est preferable 
30 pour la denaturation, mais la separation des brins pent egalement etre realisee par 
augmentation du pH, puis neutralisation du milieu afin de permettre I'hybridation des 
amorces sur la cible. Avant ou aprds que les acides nucieiques cibles soient denatures, un 
melange r6actionnel contenant un excfes de desoxyribonucieosides triphosphates et de 
ribonucieosides triphosphates, une ARN polymerase et une ADN polymerase est ajoute. 
35 Dans le cas ou I'eievation de temperature est utilisee pour denaturer les acides nucieiques 
cibles, k moins d'utiliser des enzymes tiiermostables, il est preferable d'ajouter les enzymes 



wo 95/03426 PCT/FR94/0093S 

26 



10 



aprfes d6naturation. Le melange nfiactionnel n^cessaire k la realisation de la reaction 
d'amplification selon rinvention peut 6galement contenir des polyols tels que, par 
exemple, le glycerol, le sorbitol et le polyethylfeneglycol ou des agents denaturants et/ou 
des solvants tels que le (dimethyl)formamide le dimethylsulfoxyde (DMSO). Ces i€actifs 
peuvent en effet permettre de reduire les reactions d'hybridation non spdcifiques qui 
pourraient engendrer un ^ventuel bruit de fond* 

Les polymerases udlisees dans le proc6de de Tinvention doivent etre 
pref6rentiellement pourvues d'une activity de deplacement de brin. Cette activite est une 
propriety bien connue de certaines ADN polymerases (Sambrook et al, 1989. Molecular 
Qoning : A Laboratory Manual, 2nd Edition, pp. 5.33-5.35, Cold Spring Harbor 
Laboratory, Cdld Spring Harbor). Les proprietds des ADN polymerases, et notamment de 
Tactivite de deplacement de brin de certaines d'entre elles sont detaillees par Komberg et 
Baker (1992. DNA Replication, 2nd Edition, pp. 1 13-225, Freeman, New York). L'activite 
de deplacement de brin a 6x& mise en Evidence initialement pour le fragment de Klenow de 
15 I'ADN polymerase I ^Escherichia coli (Masamune et Richardson, 1971. /. Biol. Chem. 
246 : 2692-2701), ce qui conffere k cette enzyme la capacity d'initio: la replication d'un 
acide nucldique k partir de I'extremite 3'OH d'une cdsure sur un ADN double brin. Cette 
propriety de ddplacement de brin est limits dans le cas ou les ADN polymerases 
possfedent une activity 5'-3* exonuclease (Lundquist et Olivera, 1982. Cell 31 : 53-60). 
20 Cette activity de deplacement de brin a egalement 6i6 mise en evidence chez des ADN 
polymerases thermostables telles que la Tli ADN polymerase (Kong et al, 1993. J. Biol. 
Chem. 268 : 1965-1975). Dans ce cas, il a egalement ete montre que des formes mutees de 
cette enzyme ne possedant pas d'activite 5-3' exonuclease possfedent une plus grande 
capacite de deplacement de brin. Le deplacement de brin n'est pas une propriete commune 
25 a toutes les ADN polymerases, puisque cataines d'entre elles, comme la T4 ADN 
polymerases, ne sont pas capables de realiser, seules, le deplacement de brin. Cette activite 
de deplacement de brin a egalement ete mise en evidence pour la T7 ADN polymerase 
(Lechner et al., 1983. /. Biol. Chem. 258 : 11174-11184) et pour la transcriptase inverse 
dlflV (Huber et al, 1989. J. Biol. Chem. 264 : 4669-4678). Les ADN polymerases ayant 
30 une capacite de deplacement de brin, et plus particuliferement capables d'initier la 
polymerisation (de 5* vers 3*) k partir de I'extremite 3'OH d'une cesure d'un ADN double 
brin (figure 1) sont utiles pour la realisation de la reaction d'amplification de la presente 
invention. De manifere preferentielle, une ADN polymerase depourvue d'activite 5'-3' 
exonuclease est utilisee pour la realisation du cycle d'amplification, puisque I'efficacite de 
35 l'activite de deplacement de brin est superieure chez des enzymes depourvues de celle-ci. 
Le fragment de Klenow de I'ADN polymerase I d'Escherichia coli constitue un exemple 
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de polymdrase depourvue d'activit6 5-3' exonucl^ase, de meme que des polymerases telles 
que la T4 ADN polymdrase, la T7 ADN polymerase ou la Sequenase (US Biochemical), 
la T5 ADN polymerase ou la Phi29 ADN polymerase pourraient egalement etre utilisdes. 
Neamnoins, la pr6sente invention comprend dgalement Tutilisation d'ADN polymerases 
possedant cette activit6 5-3' exonuclease, lorsque celle-ci n'empeche pas la realisation de 
la methode d'amplification, Dans ce cas, le lendement de la reaction d'amplification peut 
etre ameiiore par inhibition specifique de Tactivite 5-3* exonuclease des ADN polymerases 
dans les conditions de reaction utilisees. 

La presente methode d^amplification necessite une etape de transcription 
inverse, afin de recopier un ARN transcrit en ADNc. Cette etape peut notamment se 
realiser par Tutilisation d'une transcriptase inverse de type AMV (Avian Myeloblastosis 
Virus) ou MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) couramment disponibles 
commercialement. Tout autre enzyme possedant une activite ADN polymerase ARN- 
et/ou ADN-dependante peut etre utilisee dans la presente invention, pourvu qu'elle poss&de 
15 une activite de deplacement de brin, Dans le cas contraire, Tactivite de deplacement de 
brin pourrait etre conferee par un agent inducteur, une activite de type heiicase ou Rec A, 
Les proprietes de Rec A, notamment dans le processus de leassociation d'ADN simple 
brin, de capture de brin ou d'assimilation de brin sont detainees par Mc ENTEE et 
WEINSTOCK dans The Enzymes, vol. XIV, pp. 445-470. Letape de transcription inverse 
20 peut par exemple etre realisee a Faide de TADN polymerase I d'Escherichia coli, car il a 
ete demontre que cette enzyme possede egalement une activite ADN polymerase ARN- 
dependante (Ricchetti et Buc, 1993. EMBO 12 : 387-396). La pi^sente invention peut 
egalement utiliser dans ce but des ADN polymerases tiieraiostables ARN- et/ou ADN- 
dependantes telles que la Taq polymerase ou la Tth polymerase (pour une revue sur les 
25 proprietes des ADN polymerases thermostables, voir Rolf et aL, 1992. PGR : Clinical 
Diagnostics and Research, pp. 224-258, Springer- Verlag, Heidelberg). 

Du fait de Tutilisation des proprietes de deplacement de brins des ADN 
polymerases, ou d'un autre agent inducteur associe, la presente invention ne necessite pas 
d'activite nuclease, qu'il s'agisse d'activite endonuciease, exonuclease ou ribonuciease. En 
30 particulier, la presente invention ne necessite pas Tutilisation d'activite RNase H, 
commune k diverses autres techniques d'amplification citees prdcedemment, activite 
conferee par certaines transcriptases inverses et devant etre compietee par addition de 
RNase H d'Escherichia coli. Dans le procede de la presente invention, on peut utiliser la 
transcriptase inverse MMLV, qui possfede une activite RNase H plus faible que celle de 
35 TAMV (Sambrook et al, 1989. Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 2nd Edition, 
pp. 5.52-5.55, 8.11, 8.17, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor), comme 
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ADN polymerase ARN- et ADN-ddpendante. Une forme de transcriptase inverse MMLV 
d^pourvue d'activitd RNase H peut 6galement 6tre utilis6e dans la prdsente invention, 
L'activitd RNase H de la transcriptase inverse MMLV peut en effet 6tre supprimde par 
deletion d'une partie du gfene de structure de cette enzyme (Kotewicz et al, 1988. Nucl. 

5 Acids Res. 16 : 265-277), conduisant h. une polymerase d'efficacitd accrue par rapport k la 
transcriptase inverse MMLV sauvage, et disponible comma-cialement sous le nom de 
"Superscript" (Gerard et al., 1989. Focus 11 : 66-69). L'activitd RNase H de la 
transcriptase inverse peut 6galement €tre supprim^e par realisation de mutations 
ponctuelles de la partie du gfene conferant cette activity k la polymerase (Gerard et al.y 

10 1992. Focus 14 : 91-93), conduisant k une enzyme ayant dgalement une efficacitd accrue 
et un taux de polymerisation de I'ADN superieur k la Superscript. Cette enzyme est 
egalement disponible commercialement sous le nom de "Superscriptll" (GIBCO-BRL). II 
en existe une autre forme disponible commercialement sous le nom de "StrataScript" 
(STRATAGENE). 

Contrairement diverses methodes d'amplificadon, la pr^sente invention ne 
necessite pas de cycles de temperature afin de dissoder le brin neosyndietise de sa matrice. 
Dans cette methode, une seule temperature peut etre employee, des que la denaturadon 
initiale de la cible a eu lieu, le cas echeant. Cette temperature doit etre suffisamment haute 
afin de definir des conditions discriminantes d'hybridation qui autorisent une hybridation 

20 specifique des amorces sur leur cible. Cette temperature peut etre situee par exemple entre 
37°C et 45**C avec des rSactifs enqmnatiques conventionnels, mais peut 6tre plus eievee si 
Ton a recours h. des enzymes thomostables. 

Les figures 3 et 5 decrivent la methode d'amplification par Reaction de 
Transcription utihsant le Deplacement La figure 3 decrit une voie d'enttee possible de la 

25 meUiode d'amplification et la figure 5 le cycle d'amplification proprement dit. 

Apr6s denaturation initiale de I'acide nucieique cible (ADN ou ARN. simple 
brin ou double brin, homo- ou heteroduplex), les amorces A, B, G et H sont hybridees sur 
leur brin d'acide nucieique respectif (figure 3). L'extension simultanee de ces amorces en 
presence d'un excfes de desoxyribonucieosides triphosphates et d'une ADN polymerase 

30 (ARN et/ou ADN dependante, selon que la cible est de I'ADN ou de I'ARN) conduit au 
deplacement du brin d'ADN provenant de l'extension de A par extension du brin issu de G 
et le deplacement du brin provenant de l'extension de B par extension du brin issu de H. 
Les ADN simple brin obtenus par extension des amorces A d'une part et B d'autre part 
peuvent alors hybrider les amorces B et H, et A et G, respectivement. L'extension de G 

35 provoque le deplacement du brin s'etendant ^ partir de I'amorce A, et l'extension de H 
provoque le deplacement du brin s'etendant I partir de I'amorce B. Les deux brins de 
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longueur ddfinie ainsi lib6rds sont parfaitement compldmentaires et peuvent s'hybrider Tun 
sur Tautre, ou s'hybrider avec les amorces B (brin correspondant k I'extension de A) ou A 
(brin correspondant k Textension de B), Thybridation de ces amorces courtes dtant plus 
favorable sur le plan thermodynamique. L'extension de A et B sur leurs brins respectifs 
S conduit alors k un fragment d*acide nucldique double brin de longueur ddfinie 
correspondant k la sequence cible comprise entre les deuxi^mes fragments des amorces A 
et B, et encadr^e k chaque extrdmitd par une sequence d^finie suivie en aval d*un 
promoteur d'ARN polymerase. 

La voie d*entrde pr^cddemment pr6sent€e (figure 3) pent dgalement etre 

10 i€alis^ k partir d'une cible captur6e par le biais d*une sonde fix€e sur un support solide. 
Cette sonde peut etre inunobilis6e de mani^re covalente ou passive, telle que d^crite dans 
le brevet Fran9ais n^ 91 09057 et le brevet International WO 91/19812. Cette 
immobilisation de sondes peut egalement etre effectude par le biais de (co)polymeies, 
notamment un copolym&re de N-vinylpyirolidone auxquels sont couplees des sondes par 

15 formation d*un conjugud, lequel conjugu6 est immobilis6 sur un support solide par 
adsorption passive. Plus particuliferement, les amorces A et/ou B, ou G et/ou H peuvent 
Stre fixdes sur support solide, a condition que cette fixation ne soit pas realisee par 
rextrdmitd 3' des amorces, afin que rextr6mit£ 3' de ces amorces soit extensible par une 
ADN polymerase en presence de d6soxyribonucl6osides triphosphates. Plus 

20 particuli^rement, il peut etre avantageux que tout ou partie des amorces A et G d'une part 
et B et H d'autre part soient relives Tune k Tautre par le biais d'un bras de liaison 
quelconque (hydrocarbonde ou nucl6otidique par exemple) et ce, a partir de leur extrdmit6 
5*. Ceci peut permettre de controler et dquilibrer le ratio de A vis k vis de G. d'une part, et 
de B vis k vis de H, d'autre part, dans la r6action d'amplification ddcrite dans la prdsente 

25 invention. 

La matrice double brin ainsi obtenue permet de transcrire des ARN k partir de 
chaque promoteur encadrant la s6quence cible (figure 5), en presence d'un excds de 
ribonucldosides triphosphates et de TARN polymerase correspondant k chaque promoteur. 
Pour simplifier la m6thode d'amplification de la prfisente invention, cette sequence 

30 promotrice peut etre une sequence d'un promoteur d'une ARN polymerase phagique, ladite 
sequence promotrice 6tant la meme sur les amorces A et B (par exemple, le consensus du 
promoteur de TARN polymerase du phage T7). Dans le cas ou les amorces A et B 
contiennent la meme sequence promotrice, une seule ARN polymerase peut etre utilisee 
dans la reaction d'amplification. 

35 LARN transcrit k partir du promoteur contenu dans A peut fixer les amorces 

nucieotidiques C et D. Ces amorces sont suffisamment homologues k une partie de B afin 
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de pouvoir s'hybrider, dans les conditions de reaction, k I'ARN transcrit du promoteur de 
A. Ces amorces C et D peuvent ctre adjacentes, c'est k dire s6pai€es sur la cible par un 
espacc d'au moins un nucleotide ou 6tre contigues, c'est k dire que leurs extr^mitds 3' et 5' 
sont juxtaposes lorsqu'elles sont hybriddes. Les amorces C et D peuvent dgalement Stre 
5 chevauchantes, c'est k dire que I'extrgmit^ 3' de I'amorce C possfede une analogic de 
sequence avec l'extrdmit6 5' de I'amorce D. Dans le cas d'amorces chevauchantes, 
I'extrdmitd 3' de I'amorce C peut etre suffisamment homologue k rextr^mitd 5' de I'amorce 
D, pourvu que I'hybridation competitive entre C et D aille au benefice de I'hybridation de 
rextr6mit6 3' de C La figure 7 d^crit un cas particulier de I'invention, oil les amorces C et 
10 D sont chevauchantes. Dans ce cas, I'amorce C (appelde C bis) possMe la meme sequence 
nucldotidique que l'extremit6 5' de I'amorce D. Afin de favoriser I'hybridation competitive 
au profit de I'amorce C, surtout k son extrgmite 3*. celle-ci peut contenir des analogues de 
bases ou des nucleotides modifies dont I'hybridation sur I'ARN conduit k un duplex de 
stabilite superieure k celui engendre par I'hybridation de I'amorce D. Ces nucleotides 
15 modifies comprennent egalement ceux modifies au niveau de la liaison intemucieotidique 
(comme par exemple les liaisons phosphorotiiioate, H-phosphonate, alkyl phosphonate), 
au niveau du squelette comme par exemple les alpha-oligonucieotides (brevet Fian9ais n*" 
2 607 507) ou les PNA (Egholm et aL, 1992. J. Am. Chem. Soc. 114 ; 1895-1897). D'une 
manifere generale, II est cependant necessaire d'etablir des conditions dans lesqueUes 
20 I'hybridation de C n'empeche pas I'hybridation de l'extr€mite 3' de D. Dans le cas oil C et 
D sont chevauchants, U est avantageux d'eviter que I'extremite 3' de C soit hybridee trop 
prfes de celle deD. Un espacement de 5 nucleotides constitue une marge de securite 
preferee pour eviter que C n'emp6che I'hybridation de D. n est preferable que l'amoix;e D 
contienne I'extremite 5' de la sequence sens du promoteur inclus, meme partiellement, 
25 dans I'amorce B, I'extension uUerieure de D devant permettre la reconstitution d'un 
promoteur pouvant fixer une ARN polymerase et diriger I'initiation de la ttanscription. La 
longueur des amorces C et D peut etre comprise entre 5 et 100 nucleotides et comprendre 
une partie de la sequence cible, mais ne depassant pas la longueur de la region cible 
comprise entre les amorces A et B. 

L'extension simultanee des amorces C et D sur la matrice ARN, en presence 
d'une ADN polymerase comprenant notamment une activite ARN dependante et d'un 
excfes de desoxyribonucieosides triphosphates, conduit au deplacement du brin issu de D. 
Le brin d'ADN ainsi libere peut s'hybrider avec I'amorce A. Une ADN polymerase 
(comprenant notamment une activite ADN- ei/ou ARN-dependante) peut alors etendre 
35 I'extiemite 3' de A sur le brin d'ADN et I'exaremite 3' du brin d'ADN sur I'amorce A. 
L'ADN double brin ainsi obtenu, de taille definie, possfede alors le promoteur fonctionnel 
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de Tamorce B, ainsi que le promoteur fonctionnel de I'amorce A, ledit promoteur €xant de 
ce cdt6 pT6c6d6 d'une sequence arbitraire. 

La matrice double brin ainsi obtenue permet de transcrire des ARNs a partir de 
chaque promoteur situ6 k Textr^mit^ de ce fragment de taille ddfinie, en presence d'un 
5 excfes de ribonucldosides triphosphates et de TARN polymerase correspondant k chaque 
promoteur. Les ARNs transcrits k partir du promoteur de B peuvent alors s'hybrider avec 
les amorces E et F. 

Les amorces nucl^otidiques E et F sont suffisamment homologues k une partie 
de A afin de pouvoir s'hybridw, dans les conditions de reaction, k TARN transcrit du 

10 promoteur de B. Comme C et D, les amorces E et F peuvent etre adjacentes ou contigues, 
ou chevauchantes. Dans le cas d'amorces chevauchantes, Textrdmit^ 3* de Tamorce E peut 
etre suffisamment homologue a rextr^mite 5* de Tamorce F, pourvu que Thybridation 
competitive entre E et F soit au b6n6fice de Thybridation de I'extrdmite de E. Afin de 
faciliter Thybridation competitive au profit de Textrdmite de Tamorce E, celle-ci peut 

15 contenir, comme C, des analogues de bases ou des nucleotides modifies dont Thybridation 
sur TARN conduit k un duplex de stabilite superieure k celui cngendre par I'hybridation de 
I'amorce F. D est cependant nicessaire d'etablir des conditions dans lesquelles Thybridation 
de E n'emp6che pas Thybridation de Textremite 3' de F. Dans le cas ou E et F sont 
chevauchants, il est avantageux d'eviter que I'extremite 3* de E soit hybridee trop prfes de 

20 celle de F. Un cspacement de 5 nucleotides constitue une marge de securite preferee. II est 
indispensable que I'extremite 5' de I'amorce F contienne une sequence minimum du 
promoteur inclusc dans Tamorce A, cette sequence minimum devant permettre 
uUerieurement la fixation d'une ARN polymerase et initiation de la transcription. La 
longueur des amorces E et F peut etre comprise entre 5 et 100 nucleotides et comprendre 

25 une partie de la sequence cible, mais ne depassant pas la longueur de la region cible 
comprise entre les amorces A et B. 

^extension simultanee des amorces E et F sur la matrice ARN, en presence 
d'une ADN polymerase comprenant notamment une activite ARN dependante et d'un 
exc&s de desoxyribonucieosides triphosphates, conduit au deplacement du brin issu de F. 

30 Le brin d'ADN ainsi libere peut s'hybrider avec I'amorce B. Une ADN polymerase 
(comprenant notamment une activite ADN et/ou ARN dependante) peut alors etendre les 
extremites 3' de B sur le brin d'ADN et Fextension de I'extremite 3' du brin d'ADN sur 
I'amorce B. L'ADN double brin ainsi obtenu de taille definie possfede alors le promoteur 
fonctionnel de I'amorce A, ainsi que le promoteur fonctionnel de I'amorce B, ce demier 

35 etant precede d'une sequence arbitraire. 
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La matrice double brin ainsi obtenue permet de transcrire des ARNs k partir de 
chaque promoteur situd k rextr6mit6 de ce fragment de taille defmie, en presence d*un 
excfes de ribonucldosides triphosphates et de TARN polymerase correspondant k chaque 
promoteur. Les ARNs transcrit k partir du promoteur de A peuvent alors s'hybrider avec 
5 les amorces C et D. Le cycle issu de Textension de C et D pent alors recommencer comme 
d6crit pr6c6demment 

Les figures 4 et 6 d6crivent un cas particulier de la mdthode d'amplification 
par "Reaction de Transcription utilisant le Ddplacement" dans lequel les amorces A et B 
different des amorces A et B du proc€d6 general d^crit aux figures 3 et 5. 

^0 En effet, les amorces A et B ne contiennent, en plus de la sequence d^finie 

arbitraire et de la sequence compldmentaire ou homologue de la sequence cible, qu*une 
partie de la sequence sens d'un promoteur d'une ARN polymerase, cette partie incluant 
rextr6mit6 3* de cette sequence sens d'un promoteur, et ne donnant pas lieu, sous fomie 
double brin, a la generation d'un promoteur fonctionnel, c'est k dire k mfime dinduire 

15 rinitiation de la transcription par une ARN polymerase. 

Les amorces C, D, E, F, G et H sont telles que decrites precedemment dans le 
procede general. En particulier, les amorces F et D comprennent tout ou partie d'une 
sequence sens de promoteur. 

La figure 4 decrit comme suit une voie d'entree pour le cycle d'amplification 
20 decrit par la figure 6 ; comme dans la description de la figure 3, sur la cible denaturee ou 
simple brin s'hybrident les amorces A et G, et eventuellement B et H si la cible est double 
brin. Les memes enzymes sont ajoutees au milieu reactionnel precedemment decrit. 
Uextension simultanee de ces amorces par une ADN polymerase conduit au deplacement 
du brin d*ADN provenant de Textension de A ou B par extension du brin issu de G ou H 
25 rcspectivement. Les ADNs simple brin obtenus peuvent alors s'hybrider avec les amorces 
B et H, ou A et G rcspectivement. L'extension de G ou H provoque le deplacement du 
produit d'extension de A ou B rcspectivement. Les deux simple brins d'ADN de longueur 
definie ainsi generes, ponant une sequence promoteur sens incomplete, peuvent s'hybrider 
avec les amorces D et C, ou F et E rcspectivement. Le produit d'extension de C ou E 
30 deplace le produit d'extension de E ou F rcspectivement, generant chacun un simple brin 
d'ADN de longueur definie, et portant une sequence sens de promoteur complete, 
provenant des amorces D ou F. Ces brins d'ADN peuvent s'hybrider rcspectivement avec 
les amorces A ou B, dont l'extension genfere chacune un acide nucieique double brin 
correspondant k la sequence cible encadree k une extremite par un promoteur pour une 
ARN polymerase entier et fonctionnel, et I'autre extremite par une partie d'un promoteur 
non fonctionnel, suivie d'une sequence definie arbitraire. Comme la voie d'enti^e 
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ddcrite i la figure 3, la voie d*entr6e decrite k la figure 4 peut etre i^alis6e k partir d'une 
cible captur^e sur un support solide. 

Les ADNs double brin ainsi obtenus peuvent rentrer dans le cycle 
d'amplification d^crit par la figure 6. Chacun permet la transcription de multiples copies 
5 d'un ARN k partir du promoteur complet fonctionnel. Tun gdndrant un brin comprenant la 
sequence cible et I'autre g6n£rant un brin comprenant la sequence compl6mentaire.de la 
cible. Ces brins d*ARNs peuvent alors respectivement s'hybrider soit avec les amorces E et 
F, soit avec les amorces C et D. Comme dans le cycle d'amplification d^crit k la figure 5, 
les amorces C et D, ou £ et F peuvent etre soit adjacentes, soit contigfles, soit 
10 chevauchantes (pourvu que Thybridation sur TARN de I'extrdmite 3* de F ou D soit 
possible). Uextension simultande de E et F ou de C et D sur leur matrice ARN respective 
conduit au deplacement du brin issu de F ou de D respectivement. Les deux brins d'ADN 
ainsi Iib6r6s peuvent s'hybrider respectivement avec B ou A. Deux double brin d'ADN de 
longueur d^finie sont g6ndr6s par extension des amorces A et B sur les ADNs 
15 ndosynthdtisds et extension des ADNs n6osynthdtis& sur ces amorces. lis peuvent k 
nouveau rentrer dans le cycle car ils sont identiques aux deux ADNs double brin g6n6i6s 
lors de la voie d'entii£e. 

Comme le cycle d6crit k la figure 5, le cycle ddcrit k la figure 6 provoque une 
amplification exponentielle d'ARN et d'ADN comespondant aux deux brins 
20 compl6mentaires de la cible initiale. 

La nature et la longueur des amorces utilisees dans cette invention, les 
sequences de promoteurs utilisds et les concentrations d'ARN polymerases relatives a 
chaque type de promoteur pourront etre choisis de fagon a privil^gier une voie 
d'amplification par rapport k I'autre, de manifere k obtenir pr6ferentiellement une forme ou 
25 une autre d'ADN ou d'ARN. D est ainsi possible d'obtenir majoritairement un ARN simple 
brin directement detectable dans les proc6d6s de detection des produits d'amplification, en 
aval de la pr6sente invention, sans 6tape de denaturation des acides nucldiques. 

L'ARN issu d'une des deux voies de la mdthode d'amplification d6crite (figure 
5) etant substrat pour la deuxifeme, et vice et versa, il apparait done que la mdthode selon 
30 rinvention est une technique d'amplification cyclique dont I'accumulation des produits de 
reaction s'effectue de manidre exponentielle. Chaque dtape de transcription a partir d'un 
promoteur pemiet d'obtenir, k partir d'une matrice ADN, entre 500 et 1000 copies d'ARN. 
Chaque ARN permet d'obtenir une copie d'ADNc qui conduira k une matrice ADN 
disponible pour la transcription de 500 k 1000 copies d'ARN compl6mentaire du premier. 
is II en resulte done qu'en un seul cycle de ladite mdthode d'amplification, on aura une 
multiplication de la sequence cible par un facteur 2,5 x 10^ a 10^ . Pour un temps de 
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xi6action minimum pour la methode d'amplification (par exemple une heure ou plus), 
plusieurs cycles de icaction pourront se produire, et ceci jusqu'^ T^puisement des rdactifs 
d'amplification tels que les nucleosides triphosphates et les amorces, conduisant k une 
amplification dont le rendement correspond k 10^ k 10^2 moldcules d'ADN et d'ARN 
5 produites pour une seule mol6cule cible initiale. En fonction des concentrations des 
i^actifs utilises, et notamment des diff^rentes amorces, on peut privilegier, par la methode 
^amplification, la production de Tune ou Tautre forme des acides nucldiques (ADN et/ou 
ARN), et Tun ou Tautre des brins de Tacide nucldique cible de depart. 

Les tmnes "fragment d*acide nucl^ique", "segment d'acide nucl6ique" ou 

10 "oligonucleotide" tels qu'utilisds dans la pnSsente invention, signifient un fragment d'ADN 
ou d'ARN naturel, un polynucleotide naturel ou de synthase, uii fragment d'ADN ou 
d'ARN de synthase non modifid ou comprenant au moins une base modifide telles que 
rinosine, la methyl-S-d^soxcytidine, la dimethylamino-S-desoxyuridine, la ddsoxyuiidine, 
la diamino-2,6-purine, la bromo-S-ddsoxyuridine, la pseudouridine, la pseudoisocytidine 

15 ou toute autre base modifiee permettant Thybridation. Ce polynucleotide possede une 
longueur d'au moins S desoxyribonucieotides ou ribonucleotides comprenant 
eventuellement au moins un nucleotide modifie comme precedemment decrit. Ce 
poljmucieotide peut aussi 6tre modifie au niveau de la liaison intemucieotidique (comme 
par exemple les liaisons phosphoiothioate, H-phosphonate, alkyl phosphonate), au niveau 

20 du squelette comme par exemple les alpha-oligonucieotides (brevet Fran9ais n° 2 607 507) 
ou les PNA (Egholm et aL, 1992. J. Am. Chem. Soc. 114 : 1895-1897), Chacune des 
modifications peut etre prise en combinaison. 

Le terme "support solide" tel qu'utilise ici inclut tous les materiaux sur lesquels 
peut etre immobilise un fragment d'acide nucieique pour une utilisation dans des tests 

25 diagnostiques, en chromatographic d'affinite et dans des processus de separation. Des 
materiaux naturels, de synthese, poreux ou non, magnetiques ou non, modifies ou non 
chimiquement peuvent etre utilises comme support solide, notamment les polysaccharides 
tels que les materiaux de cellulose, par exemple du papier, des derives de cellulose tels que 
I'acetate de cellulose et la nitrocellulose ; des polymferes tels que le chlorure de vinyle, 

30 polyethylene, polystyrene, polyacrylate ou copolym&res tels que polymere de chlorure de 
vinyle et de propylene, polymere de chlorure de vinyle et acetate de vinyle ; copolymferes 
k base de styrfenes ; des fibres naturelles telles que le coton et des fibres synthetiques telles 
que le nylon ; des ceramiques; de la silice. Les supports utilises dans la presente invention 
sont un polymere de polystyrene, un copolymere butadi&ne-styrene ou un copolymere 

35 butadi&ne-styr&ne en melange avec un ou plusieurs polymeres ou copolymeres choisis 
parmi le polystyrene, les copolymferes styrene-acrylonitrile ou styrene-methylmetacrylate 



wo 95/03426 



PCT/FR94/00935 



35 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



de m6thyle, les polypropyl^nes, les polycarbonates ou analogues. Avantageusement, le 
support de la pr6sente invention est un polystyrene ou un copolymere h base de styi^ne 
comprenant entre 10 el 90 % en poids de motifs de styrSne ou de la silice. Les supports 
soUdes selon I'invention peuvent 6tre, sans limitation, sous la forme d'une plaque de 
microtitration, d'une feuille, d'un cdne, d'un tube, d'un puits, de billes ou analogue. 

Le tenne "amorce" d^signe une structure oligonucl6otidique simple brin 
composde d'au moins cinq nucl&)ddes. Ces nucleotides peuvent gtre des 
d6soxyribonucl6otides et/ou des ribonucleotides. Ces nucleotides peuvent fitte modifids 
comme ddcrit pr6cedemment dans le paragraphe relatif k la description du terme "fragment 
d'acide nucieique". Les amorces oligonucldotidiques, une fois hybriddes sur une sequence 
d'acide nucieique (ADN, ARN, ou molecule chim^re ADN-ARN) substantiellemem 
compldmentaire sont substrats des polymerases. L'extremite 3'OH de ces amorces peut etre 
eionguee, en presence de nucleotides adequats et d'une polymerase, conduisant k la 
syntiifese d'un brin compiementaire k la sequence matrice sur laquelle est hybridee ladite 
amorce. Une amorce peut egalement 6tre constituee par hybridation de I'exti^mite d'une 
sequence d'acide nucieique simple brin sur eUe-m8me. conduisant notamment k la 
formation de structures en epingle k cheveux ou tige-boucle. Les amorces 
oligonucieotidiques hybridees sur une sequence d'acide nucieique ont la propriete de fixer 
k leur extremite 3'OH les polymerases. 

Les exemples suivants illustrent I'invention sans toutefois la limiter. A moins 
qu'elles ne soient specifiees, toutes les methodes relatives k la mise en oeuvre des 
experiences decrites dans les exemples d-apr^s ont ete lealisdes confonnement k leur 
description par Sambrook et al. (1989. Molecular Cloning ; A Laboratory Manual, 2nd 
Edition, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor). 




La faisabilite de la technique d'amplification est demonn^ en decomposant les 
diveises efepes intervenant dans celle-ci. Le principe de la methode rcposant sur une 
reaction de transcription utilisant le deplacement, I'etude de la transcription d'une cible 
ADN apr&s deplacement a ete rdalisee (figure 2). Le modfele d'etude choisi est la sequence 
du gfene tern codant pour la B-lactamase, enzyme conferant une resistance k I'antibiotique 
ampicilline. La sequence de ce gfene est decrite conrnie la sequence ID n"!. Cette sequence 
est presente dans le vecteur de clonage pBR322. Cet acide nucieique peut etre obtenu par 
extraction de plasmides d'une culture bacterienne suivie d'une digestion par des 
endonucieases de restriction, ou etre prepare par une technique d'amplification appropriee 
(Sambrook et al. 1989. Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 2nd Edition. Cold 
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Spring Harbor Laboratory, Cdld Spring Harbor). La faisabilite d'installation d'un 
promoteur d'ARN polymerase par ddplacement de brin, pour Tobtention d*ARNs 
compl6mentaires d*une sequence cible (ARN ou ADM) par transcription en phase 
homogene (figure 2), a 6te ^tudi^e pour diverses ADN polymerases. Dans ce cas 
5 particulier, TARN polymerase utiUsee est celle du phage T7. Les essais sont rcalisds dans 
un volume final de 50 pi et dans le tampon de reaction IX decrit par Milligan et al (1987. 
Nucl. Acids Res. 15 : 8783-8798) pour Tutilisation de TARN polymerase T7, en presence 
de dATP, dCTP, dGTP et dTTP (1 mM chaque, Pharmacia), de ATP, CTP, GTP et UTP 
(4 mM chaque, Boehringer), de 1 U/pl de RNA guard (Pharmacia). La quantity de cible 

10 initiale utilis6e est de lO^l copies par essai, la concentration de TARN polymerase T7 
(New England Biolabs) est 1 U/pl et celle de TADN polymerase est 0,1 U/pl. Uamorce 
promotrice A24 (SEQ ID n® : 2) contenant une sequence consensus du promoteur du 
phage T7 juxtapos6e avec une sequence complementaire de la cible, ainsi que Tamorce Z 
appel6e 1028 (SEQ ID n^ : 3), lorsque presentes, sont a une concentration finale de 

15 500 nM. Uamorce de deplacement Y appelee DIS 1 (SEQ ID n^ : 4) est a une 
concentration variable allant de 0 §1 5 pM. Les diff6rents r6actifs, except6 le melange 
enzymatique susceptible d'etre inactive par la chaleur (ADN polymerase, ARN polymerase 
et RNA guard) sont mis en presence de la cible et denatures 3 minutes k 95''C (cible 
initiale constitute ADN double brin) ou 65X (cible initiale constitu6 dARN simple brin), 

20 puis refroidis sur glace pour Faddition du melange enzymatique. La concentration en 
glycerol, due k Taddition des enzymes, est 6gale kS%. Une incubation de 2 heures k ST'C 
est alors rtalisde, avant que la reaction ne soit arretde par congelation k -20*'C. 

Une fraction du melange r^actionnel (0,2 volume, soit 10 pi) est analys6e par 
61ectrophorfese en gel de polyacrylamide ddnaturant, prdpard selon la mdthode decrite par 

25 Sambrook et al (1989. Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor). Les gels sont formes par polymerisation 
d'une solution contenant 15 % d'acrylamide, urde 7 M, 0,26 % bisaciylamide, 0,6 7oo 
persulfate d'ammonium, 90 mM Tris-borate, 2 mM EDTA, pH 8,3, en pi^sence de 1 7oo 
TEMED. lis sont coul6s dans des appareils d'electrophorese "mini-protean II 

30 electrophoresis cell" (Biorad) et ont une epaisseur de 1 mm. Les €chantillons k analyser 
sont prepares par melange de 10 pi de melange reactionnel et de 10 pi d*une solution 
0,035 % xylene cyanol, 0,035 % bleu de bromophenol, 1 mM EDTA, 98 % fomiamide. 
Avant d^pot sur gel, ces 6chantillons sont denatur6s k 65'*C pendant 2 minutes, puis 
refroidis rapidement sur glace. L'electrophorese est effectuee ^ 150 Volts, jusqu'a ce que le 

35 bleu de bromophenol migre ^ 1 cm du bas du gel. Les gels sont alors color^s pendant 10 
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minutes dans une solution de bromure d'ethidium k 0,6 iig/ml, et photographies sur une 
table UV (312 nm) grace k un appareil MP4 (Polaroid). 

Les produits s6par6s par ^lectrophorbse sont transfdr^s sur membrane de nylon 
Hybond N. (Amersham) grSce k un appareil "mini trans-blot electiophoretic transfert cell" 
5 (Biorad), dans un tampon 45 mM Tris-Borate. 1 mM EDTA, pH 8,3, k 4°C, sous un 
champ ^lectrique de 35 Volts . heure"* . cm-^ . Les membranes sont ensuite sdchdes durant 
5 minutes k SO'C, puis les acides nucl^iques sont fixds sur la membrane par exposition aux 
rayonnements UV (312 nm) durant 3 minutes. 

Les membranes sont pr6hybrid€es par incubation k 37*'C pendant 60 minutes 
10 dans 4 ml de tampon phosphate de sodium 0,1 M pH 7,0, chlorure de sodium 0,5 M, 
EDTA 1 mM, SDS 0,65 %, ADN de saumon 0,14 mg/ml, et polyethylene glycol 6000 
(PEG) 2 %. L'hybridation est effectti^e par incubation durant 60 minutes k 37°C dans 5 ml 
du meme tampon contenant, a la concentration de 200 ng/ml I'oligonucl^tide A28 (SEQ 
ID n° : 5), compldmentaire du produit de transcription attendu (correspondant au brin de la 
15 sequence ID n** : 1) du gfene tent, et marqu6 k la peroxydase de raifort par couplage en 5' 
selon le proc6d6 pr6c6demment d&rit dans le brevet International WO 91/19812. Apr^s 3 
lavages de 30 secondes dans 50 ml de tampon PBS IX (Samhrook et al., 1989. Molecular 
Qoning : A Laboratory Manual, 2nd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor) contenant 0,5 7»o de Tween20, I'oligonucWotide hybrid6 est t6v616 par 
ractivit6 de la peroxydase en presence de 10 mg de t^trahydrochloruie de 
diaminobenzidine dihydrat6 (DAB) dans 20 ml de tampon phosphate de sodium 20 mM 
pH 7,2, chlorure de sodium 150 mM, albuniine de s6nan de bovin 2 mg/ml. Aprfes 
incubation k temperature ambiante et k I'abri de la lumiere pendant 15 minutes, la inaction 
est arretde par rin9age k I'eau distiU^e. 
25 Des essais de transcription ddpendante du d6placement ont 6t6 i^alisds k partibr 

d'une cible constitute du plasmide pBR322 prdalablcment clivd par I'endonuciease Alu I 
puis purifi6 (10^1 copies/essai). L'ADN polymerase utiliste est une ADN polymerase 
ADN-dependante, le fragment de Klenow (Boehringer, 5U/essai), en absence ou en 
presence de differentes concentrations d'amorce de deplacement Y appeiee DISl (SEQ ID 
30 n" : 4), k savoir : 5 pM (environ 10^4 copies), 500 nM, 50 nM, 5 nM ou 0,5 nM. Un 
temoin d'activite de I'ARN polymerase T7 a ete prealablement constitue en prtparant un 
fragment d'ADN double brin par PGR, k partir de la cible pBR322 clivee par Alu I, et k 
I'aide des amorces A24 (SEQ ID n« ; 2) et 1028 (SEQ ID n*> : 3). Bien entendu, les 
fragments double brin k extremites deHnies comprenant au moins un promoteur, pouvant 
35 etre prepares par exemple par clonage d'une sequence dans un plasmide contenant un 
promoteur, digestion par des enzymes de restriction et purification sur gel d'agarose suivie 
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d'une 61ectro^lution. Le produit de 285 paires de bases ainsi obtenu contient alors k une 
extremite le promoteur du phage T7 et sa transcription par TARN polymerase T7 permet 
d'obtenir un ARN de 263 bases correspondant au produit de inaction attendu lors des 
essais de transcription d6pendante du ddplacement. Le t6moin d'activitd de TARN 
5 polymerase T7 est realist par incubation de 10^^ copies du fragment de 285 paires de 
bases dans les conditions precedemment d^crites, mais en absence d'ADN polymerase et 
de dNTPs. Cette reaction est effectuee pendant deux heures, en parall&le des essais de 
deplacement 

La figure 8 illustre les r6sultats obtenus lors des essais de d^placement de brin 

10 par le fragment de Klenow, en presence de quantit^s variables d'amorce de deplacement Y. 
Comme attendu, les r^sultats montrent que la presence d'un produit de transcription est 
limitee aux echantiUons contenant une amorce de deplacement Y. Les resultats de 
transcription positifs en presence d'amorce de ddplacementY mettent en Evidence la 
capacity de deplacement de brin du fragment de Klenow. En effet, la presence dARNs 

15 compiementaires de la cible tern et de taille correspondant k Tespacement des amorces X et 
Z sur la cible tern, c'est h dire identiques k ceux issus du temoin de transcription, provient 
de la transcription k partir d'un fragment d'ADN double brin identique k celui du temoin 
de transcription par TARN polymerase T7 et contenant, comme ce dernier, un promoteur 
d'ARN polymerase fonctionnel (double brin). Ce fragment ne peut Stre obtenu, dans les 

20 conditions de reaction decrites, que par extension de Tamorce Z hybridee sur le produit 
d'extension de Tamorce promotrice X (figure 2) contenant le promoteur T7. Or, 
Thybridation et Textension de Tamorce Z n*est possible qu*en presence d*un produit 
d*extension de Tamorce promotrice X sous forme simple brin. La presence de ce produit 
d'extension sous forme simple brin ne peut provenir que de Textension de Tamorce de 

25 deplacement Y qui provoque la liberation du produit d'extension de Tamorce promo- 
trice X. 

Les resultats montrent egalement que Tintensite du produit de transcription 
final varie en fonction de la concentration de Tamorce de deplacement Y dans les essais. 
La quantite de materiel transcrit etant proportionnelle k la quantite de matrice disponible 

30 pour TARN polymerase T7, il apparait done que la quantite de matrice synthetisee par 
deplacement et extension difffere en fonction de la quantite d'amorce de deplacement Y 
utilisee dans un essai. La concentration d'amorce Z etant constante et en exces, la quantite 
de matrice double brin disponible depend de celle du produit simple brin d'extension de 
Tamorce promotrice. II s'avfere done que la quantite de produit d'extension libere (simple 

35 brin) varie en fonction de la concentration de I'amorce de deplacement dans les essais. 
Dans les conditions utilisees, une concentration d'amorce de deplacement de 50 nM (soit 
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10 fois la quandte de cible prdsente), correspondant k un ratio amorce de d^placement / 
amorce promotrice 6gal k 1/10 donne le meilleur rendement de deplacement et done de 
transcription. Ces r6sultats montrent Tinfluence du ratio amorce de deplacement / amoice 
promotrice pour le rendement de ddplacement d'un brin d'acide nucldique par extension 
5 d'une amorce situ6e en amont de ce demier. De pan et d'autre de cet optimum, le 
rendement de deplacement diminue sensiblement : si la concentration d'amorce de 
ddplacement augmente, les conditions thermodynamiques favorisent Thybridation de celle- 
ci sur la cible et done son extension, au detriment de Thybridation puis Textension de 
Tamorce promotrice; de meme, les r6sultats montrent que si la concentration d'amorce de 

10 deplacement diminue, la probability d'hybridation de celle-ci en amont de Tamorce 
promotrice diminue, et par voie de consequence, la probabilit6 d'extension pour le 
deplacement du brin situ6 en aval diminue. 

Cet exemple demontre la possibility d'utiliser les propridtds de deplacement de 
brin d'une polymerase pour Tinstallation d'une sequence promotrice sur une sequence cible 

15 donnee. Cette methode a pour avantage de permettre Tobtention d'une matrice ADN pour 
TARN polymerase, sans recourir k une etape de denaturation thermique, chimique ou 
necessiter Taction d'une activite enzymatique de type nuclease afin de liberer le produit 
d'extension d'une amorce promotrice sur un acide nucieique simple brin. Par le biais d'une 
etape de transcription associee, il est done possible de synthetiser un grand nombie de 

20 copies d'ARN correspondant k la sequence cible comprise entre les deux amorces X et Z. 
La figure 8 montre que la sequence cible ne peut etre detectee par la methode utilisee sans 
etape d'amplification par transcription (piste 2). En revanche, Tutilisation d'une ADN 
polymerase douee d'activite de deplacement de brin, associee k une amorce de 
deplacement, permet d'obtenir une matrice permettant la synthase de multiples brins 

25 d'ARN correspondant k la cible, et dont le nombre permet leur detection, indiquant la 
presence de la cible dans I'echantiUon initial, Cet exemple demontre done Tinteret de la 
methode afin d'installer un promoteur d'ARN polymerase par deplacement de brin pour 
I'obtention de multiples brins d'ARN compiementaires d'une sequence cible par 
transcription en phase homog^ne (une seule etape et une seule temperature). Cette 

JO methode permet d'obtenir directement des transcrits d'une sequence cible par addition d'un 
melange rgactionnel comprenant une amorce Y, une amorce X, une amorce Z, des 
desoxyribonucieosides triphosphates et des ribonucieosides triphosphates, une ADN 
polymerase douee d'une capacite de deplacement de brin et une ARN polymerase, k une 
cible d'acide nucieique prSalablement denaturee, notamment dans le cas d'une cible double 

15 brin. La methode est done composed d'une etape unique, sans addition ulterieure ou 
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intenn&iiaire de r6actifs, ni utilisation d'activitd enzymatique, en particulier d'activit6 
nuclease. 

£2^£M£L£2: 

S La faisabilit6 de la pr6sente invention implique dgalement que la transcription 

en phase homogene» comme decrite dans Texemple 1, puisse dgalement etre i€alisde k 
partir d*une molecule ARN. Cette molecule d*ARN peut etre soit la cible initiale dont la 
pi^sente invention permet de ddterminer la presence par amplification, ou un produit 
interm^diaire du cycle de la mdthode d'amplification (figure 5). Ce produit interm6diaire 
10 peut Stre, k titre d'exemple, TARN obtenu par transcription dans le cas de Texemple 1. 

Cette faisabilitd suppose I'utilisation d'une ADN polymerase k la fois ARN- et ADN- 

• ' . 

dependante qui poss^e une capacity de d^placement de brin. Afin de ddmontrer cette 
faisabilite, des ARNs, c*est k dire correspondant k la sequence compl^mentaire de la 
sequence de tern (SEQ ID n** : 1), ont 6x6 synth6tis6s in vitro a Taide de TARN polymerase 

15 T7, selon les conditions r6actionnelles du kit MEGAscript (Ambion), k partir de 10^^ 
copies de matrice ADN. Pour ce faire, une matrice d'ADN double brin a 6te synthdtisde 
par PGR, a partir de pBR322, et k Taide des amorces PROANTI (SEQ ID n*" : 6) et ORFl 
(SEQ ID n** : 7). Le produit de 889 paires de bases ainsi obtenu contient alors k une 
extr6mit6 le promoteur du phage T7 et sa transcription par TARN polymerase T7 pranet 

20 d'obtenir un ARN de 867 bases conespondant k la sequence compldmentaii^ de la 
sequence du g6ne tern (SEQ ID n*" : 1). Les ARNs synth6tis6s sont traitds k la DNase I afin 
d'eliminer TADN matrice, purifies par extraction au ph6nol/chloroforme et pr^cipitds k 
rdthanol en presence de sels d'acdtate d'ammonium. Les ARNs ainsi obtenus sont repris 
dans de I'eau prealablement irait^e au diethylpyrocarbonate (DEPC), analyses par 

25 61ectrophor6se en gel de polyacrylamide denaturant et dosds par absorbance a 260 nm. 
Une quantite 6quivalente a 10^^ copies d'ARN cible (5 nM final) est utilisee par essai et 
les conditions de reaction sont identiques k celles d^crites dans Texemple 1, en presence 
des amorces X, Y et Z pr6c6demment decrites. Cependant, TADN polymerase utilisde dans 
le cadre de ces essais est la transcriptase inverse du virus AMV (Seikagaku) et le ratio 

30 amorce de d6placement/amorce promotrice fixd k Toptimum prdcddemment d6termin6 
(1/10) a 6x6 utilise, ce qui correspond k une concentration finale de Tamorce de 
ddplacement egale a 50 nM final. Uanalyse des produits de reaction est r6alisee comme 
decrit dans Texemple 1, par separation 61ectrophor6tique, transfert sur membrane et 
hybridation k Taide de la sonde A28 (SEQ ID n"* : 5) marquee a la peroxydase de raifort. 

35 La figure 9 illustre les r^sultats obtenus lors des differents essais reactionnels. Une 
quantite ^quivalente k 10^^ copies du fragment de PGR de 285 paires de bases, contenant 
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un promoteur T7 k une extr6mit6, obtenu k Taide des amorces A24 (SEQ ID n° : 2) et 
1028 (SEQ ID : 3), a 6i6 depos6e (piste 1) afin de seivir de marqueur de taille pour 
TARN attendu (263 bases), coirespondant k la transcription d*un fragment identique» lors 
des essais r6alis£s. Les essais ont 6i6 realises en absence de transcriptase inverse et ARN 
5 polymerase T7 (piste 2), et en presence des enzymes, avec les amorces X, Y et Z (piste 3), 
sans amorce de d^placement Y (piste 4) ou sans amorce Z (piste S). L'ARN de 263 bases 
attendu n'est d6tect6 qu'^ partir de Tessai comportant I'ensemble des r£actifs enzymatiques 
et des amorces, tandis qu*en absence d'amorce de d^placement, aucun produit de 
transcription n*est obtenu. Ce r^sultat confirme done la faisabilit6 du d^placement de brin 

10 par Taction d*une ADN polymerase et demontre la faisabilitd du deplacement sur matrice 
ARN, grace a la capacite de deplacement de brin de la transcriptase inverse AMV. Cette 
demi^re est done capable, lors de Textension d'une amorce situde en amont d*une amorce 
pr6cedemment 6tendue, de dissocier un hdtdroduplex ARN-ADN. La stabilitd de ce 
demier 6tant connue pour etre sup^rieure k celle d*un homoduplex ADN- ADN, il est a 

IS fortiori probable que cette transcriptase inverse soit capable, par extension d'amorce, de 
d6placer un brin d'ADN hybrid^ sur une cible ADN. Bien qu'une activity RNaseH 
associ6e k la transcriptase inverse AMV soit d^crite, aucun produit de transcription n'est 
obtenu en I'absence d'amorce de deplacement. Ceci suggdre que les conditions de tampon 
utilisdes dans ces essais ne sont pas propices k cette activit6 RNase H ou que la sequence 

20 de la cible ARN utilisde est peu sensible k Taction de cette demiere. L'ARN du duplex 
ARN cible-ADNc ne pent done etre ddgradd et le produit d'extension de Tamorce 
promotrice ne peut done etre liberie pour Thybridation et Textension de Tamorce Z sur ce 
demier. Ce r^sultat ddmontre done, outre la capacitd de ddplacement de brin de la 
transcriptase inverse AMV, le manque total d'efficacit^, dans ces conditions, de la 

25 separation d'un ADNc d'un hetdroduplex ADNc-ARN par action de la RNase H associ^e k 
la transcriptase inverse AMV, justifiant Tutilisation de RNase H exogene ^'Escherichia 
coli dans les m^thodes d'amplification transcriptionnelles prdcedemment ddcrites, comme 
la NASBA, la 3SR ou la LAT. En absence d'amorce Z (mais en presence d'amorce de 
deplacement Y), aucun produit de transcription n'est obtenu, ce qui montre qu'aucune 

30 reaction d'autoamor9age ne se produit k Textremite 3* de TADNc issu de Textension de 
Tamorce promotrice, dans les conditions de la presente reaction, bien que cette propriete 
ait ete decrite chez les transcriptases inverses dans des conditions particuliferes. 

Get exemple demontre done Tefficacite de la methode pour installer un 
promoteur d'ARN polymerase par deplacement de brin pour Tobtention d'ARNs 

35 compiementaires d'une sequence cible d'ARN, par transcription en phase homog^ne (une 
seule etape et une seule temperature) tel que decrit dans la figure 2, et pour produire de 
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multiples brins d*ARN complementaires d*un brin d'ARN cible donn6. La m^thode est 
done compos^e d*une 6tape unique, sans addition ultdrieure ou intermediaire de r^actifs, et 
ne requiert aucune activity nuclease, en particulier RNase H, pour la separation d'un ADNc 
d'un heteroduplex ARN-ADN. En pardculier, dans les conditions de reaction, la 
5 transcriptase inverse AMV ne montre pas d*activit6 RNase H qui permettrait la liberation, 
en absence d*amorce de d^placement, du brin dtendu k partir de Tamorce promotrice sur 
matrice ARN. La capacit6 de d6placement de brin de la transcriptase inverse AMV 
ddmontre done la faisabilite du cycle d'amplification et par consequent le caract&re 
exponentiel de Taccumulation des produits de reaction k partir d'une cible ARN ou ADN 
10 (figure 5). 

EXEMPLE 3 ! 

Afin de conHrmer la faisabilitd de la separation d'une molecule d'ADN d'un 
heteroduplex ADN-ARN par d^placement de brin, et ce independamment de toute acdvitd 

IS RNase H r6siduelle intrinseque k certaines transcriptases inverses, des essais ont 6t6 
r6alis6s en utilisant une transcriptase inverse MMLV ddpourvue d'activitd RNase H. Une 
telle enzyme, obtenue par gdnie g^nddque, est disponible commercialement sous 
Tappellation "Superscript^^ " (GIBCO-BRL). Les essais ont 6i6 r6alis6s comme dans 
I'exemple 2, k partir de la meme cible ARN, k Taide des amorces X, Y et Z pr6cddemment 

20 ddcrites. La Superscript^^ est ajoutde k une concentration Hnale de 4 U/pl (200 U/essai) et 
les amorces de deplacement et promotrices sont prdsentes k un ratio de 1/10. Les produits 
de r6action sont analyses de la fa^on ddcrite dans Texemple 1. Les ndsultats obtenus sont 
pr6sent6s dans la figure 10. U apparait que la presence d'un produit de transcription est 
limitee a TdchantiUon comportant une amorce de ddplacement Y (piste 7), ce qui confirme 

25 la capacity de deplacement de brin de la transcriptase inverse MMLV d6pourvue d*activit6 
RNase H. En absence d'amorce de ddplacement (piste 6), aucun signal de transcription 
n'est obtenu, confirmant la validite de la separation d'un ADN d*un heteroduplex ARN- 
ADN par les propridtds de deplacement de brin des transcriptases inverses. En absence 
d'amorce Z (piste S), aucun produit de transcription n'est obtenu, ce qui confirme, comme 

30 dans rexemple2, que la transcriptase inverse MMLV "Superscript^^" ne realise pas 
d*autoreamor9age de Textremite 3' de TADNc dans ces conditions de reaction. 

Cet exemple confirme done la faisabilit6 de la methode d'amplification par 
transcription utilisant le deplacement, k partir d'une cible ARN, et ce de manidre 
totalement independante des activit^s RNase H 6ventuellement pr6sentes dans le milieu 

35 reacrionnel. La m6thode d'amplification ddcrite dans la presente invention peut done etre 
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r^alis^e k Taide d*une transcriptase inverse et d'une ARN polymerase, sans aucune autre 
activit6 enzymatique suppl6mentaire. 

EXEMPLE 4 ! 

5 La faisabilitd de la mdthode d'amplification ddcrite dans la pi^sente invention 

repose dgalement sur la capacity d*ARN polymerases h transcrire des ARNs 
compiementaires k partir d'une seule et mSme matrice double brin comportant des 
promoteurs d'ARN polymerase fonctionnels k chacune de ses extremitds, en particulier 
dans la m^thode d^crite aux figures 3 et S. Afin de valider cette hypothdse, une matrice 

10 ADN double brin a 6i6 synthetisee par PGR, en presence des amorces DTAl (SEQ ID 
n^ : 8) et DTA2 (SEQ ID n° : 9), k partir de la cible pBR322. Le fragment de 275 paires 
de bases ainsi obtenu est purifi6. II contient une partie de la sequence du g5ne tern (du 
nucleotide 312 ^ 486 inclus de la SEQ ID n^ : 1), encadre par deux promoteurs de TARN 
polymerase du phage T7, orientes pour la transcription de Tun ou Tautre des brins de la 

15 sequence tern. Chaqiie sequence sens promotrice est precedee en 5* par une sequence 
correspondant k I'amorce F220 (SEQ ID n'* : 10). La transcription d'un tel fragment k 
partir de chacun des promoteurs situes k ses extremites doit theoriquement conduire k la 
synthase de deux populations d'ARN compiementaires Tun de I'autre et comportant k leur 
extremite 3* la sequence antisens du promoteur T7 (c'est k dire la sequence 

20 compiementaire de la sequence sens du promoteur T7) suivie de la sequence 
compiementaire de Toligonucieotide F220 (SEQ ID n^ : 10). La taille des ARNs attendus 
est de 231 bases, et ils contiennent la sequence comprise entre les nucleotides 312 a 486 
(inclus) du g&ne (em (SEQ ID n° : 1), ou la sequence compiementaire de celle-ci. Des 
essais de transcription sont realises, k partir du fragment de PGR ponant un promoteur k 

25 chaque extremite, dans le tampon IX decrit par Milligan et al. (1987. Nucl. Acids Res. 15 : 
8783-8798), dans un volume final de 50 pi, en presence d'ATP, CTP, GTP et UTP (4 mM 
chaque), de 1 U/pl d'ARN polymerase du phage T7 (New England Biolabs) et 1 U/pl de 
RNA guard (Pharmacia). La matrice PGR est utilisee k 10^1 copies par essai et la 
concentration en glycerol due k Taddition des enzymes est de 5 %. La transcription est 

30 effectuee pendant 2 heures k 37°C et arretee par congelation k -lO^'C. Le produit de 
reaction (10 pi) est analyse par separation eiectrophoretique en gel de polyacrylamide 
denaturant, puis transfere sur membrane de Nylon, comme decrit dans Texemple 1. Deux 
membranes sont ainsi preparees afin de realiser une hybridation de la sonde A28 (SEQ ID 
n® : 5) marquee en 5' par la peroxydase de raifort, d'une part, et de la sonde A 19 (SEQ ID 

35 n** : 11) egalement marquee en 5' par la peroxydase de raifort, d'autre part. La sonde A 19 
permet de detecter les ARNs, compiementaires de la sequence de tern decrite (SEQ ID 
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: 1), tandis que la sonde A28 peimet la detection des ARNs coirespondant k la sequence 
de tern d^crite (SEQ ID n^ : 1). La figure 1 1 illustre les rdsultats obtenus lors de ces essais. 
Les sondes A28 et A19 permettent de detecter lO^^ copies de la matrice d'ADN cible 
double biin de 275 paires de bases (piste 1), ainsi que des ARNs de 231 bases dans le cas 
5 des essais transcriptionnels (piste 2). La detection des transcxits attendus k I'aide des deux 
types de sondes A 19 (partie A) et A28 (partie B) montre que la transcription d'ARNs 
compl6mentaires a 6t6 76alis6e par TARN polymerase T7, k partir de chaque promoteur de 
la matrice ADN. Lobtention d'ARNs complementaires k partir d*une matrice ADN 
commune contenant un promoteur k chacune de ses extr6mit6s d^montre que TARN 
10 polymerase T7 est capable de r^aliser la polymerisation d'ARNs par progression 
convergente sur une mSme matrice. La possibilite d'obtention d'ARN complementaires 
dans ces conditions k Taide d'une ARN polymerase confirme done la faisabilit6 de la 
methode d*amplification de la presente invention d^crits aux figures 3 et 5. Ces r6sultats 
confirment done que le cycle d'amplification ddcrit dans la presente invention aux 
15 figures 3 et 5 possMe un caract^re exponentiel, conduisant k une importante accumulation 
d'ARN et d'ADN dont la sequence correspond k la parde de la cible comprise entre les 
amorces promotrices A et B (figure 5). 

EXEMPLE S z 

La validity exp^rimentale de la mdthode d*amplification DTR a 6i6 prouvee par 
retude d*un des cycles d'amplification d^crits dans la prfisente invention, et en particulier 
tel que ddcrit dans la figure 15. Pour ce faire un fragment de PGR de 167 paires de bases a 
6t6 synthetise k Taide des amorces DTA7 (SEQ ID n° : 12) et DTA8 (SEQ ID n*' : 13), a 
partir de pBR322, et qui contient done une partie de la sequence du g6ne tern (du 
nucleotide 336 k 402 inclus de la SEQ ID n'' : 1). Ce fragment de PGR correspond k un 
type de molecule d'entree dans le cycle d' amplification et contient par consequent k 
chacune de ses extremites une sequence promotrice d'ARN polymerase (en particulier le 
promoteur du phage T7), precedee en 5* d'une sequence definie telle que la sequence 
F220 (SEQ ID n*' : 10). Afin de mettre en evidence le caractfere exponentiel de la methode, 
differentes reactions d'amplification ont ete menees en parall^le en presence de quantites 
decroissantes de molecule cible constituee par le fragment de PGR precedent purifie 
(correspondant k Tentree dans le cycle d' amplification) : de 10^0 k 10^ copies par essai. 
Les reactions ont ete rcalisees dans un volume final de 50 pi, en presence d'ATP, CTP, 
GTP et UTP (4 mM chaque), de dATP, dGTP, dOTP et dTTP (1 mM chaque) de 1 U/pl 
d'ARN polymerase du phage T7 (New England Biolabs), de 4U/pl de Transcriptase 
inverse MMLV "Superscript^^" (GIBCO-BRL), depourvue d'activite RNase H, et 1 U/pl 
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de RNA "Guard" (Phannacia). Le milieu xi^actionnel contenait en outre les differentes 
amorces promotrices A et B correspondant k DTA7 et DTA8 (SEQ ID : 12 et SEQ ID 
: 13, respecdvement) k une concentration de 0,01 pM et Tamorce de deplacement C 
equivalente k £ correspondant k F220 (SEQ ID n^ : 10) k une concentration de 1 pM. 
S Apr^s deux heures d'incubation 37^C, les inactions d' amplification sont arret^es par 
congelation du milieu r6actionnel k -20**C, Une fraction de 5 pi, soit 1/10 de volume 
zi6actionnel est analysde quantitativement par capture et detection spdcifique selon la 
mdthode ELOSA (Enzyme Linked Oligo Sorbent Assay). La m^thode fait intervenir la 
fixation d'un oligonucleotide de capture sur support solide (plaque de microtitration), la 

10 d^naturation du produit de reaction, son hybridation sur la sonde de capture sp6cifique de 
la sequence amplifi6e et la revelation par une sonde de detection coupiee k la peioxydase 
de raifort Uoligonucieotide de capture A20 (SEQ ID n*" : 14) est fixe de fa^on passive sur 
les puits d'une plaque de microtitration Nunc-Immuno plate de Maxisoip selon la methode 
deja decrite dans le brevet FR 91 09057, permettant la fixation d'environ 5 pmoles d' 

15 oligonucleotide sur un puits. Apres fixation, trois lavages avec du tampon PBS Tween IX 
sont effectues. La detection du produit d* amplification capture est realisee conformement 
k la technique precedemment decrite dans le brevet FR 91 09057. La fraction de 5 pi i 
analyser est ajoutee k un volume de 35 pi de tampon phosphate de sodium 0,2 M pH 7,0, 
chlorure de sodium 1 M, EDTA 2mM. SDS 1,3%, ADN de saumon 0,24mg/ml, 

20 polyethylene glycol (PEG) 6000 4%. Les acides nucieiques contenus dans cet echantiUon 
sont denatures par addition de 5 pi d'hydroxyde de sodium 2Mk temperature ambiante, et 
neutralises apres 3 minutes par addition de 5 pi d'acide acetique 2 M. Pour controle et 
etalonnage, deux gammes de dilution d'ARN correspondant aux produits d* amplification 
attendus sont effectuees. Les echantiUons sont alors deposes dans le puits d*une plaque de 

25 microtitration dans lequel a ete prealablement fixee la sonde oligonucieotidique de capture 
A20 (SEQ ID n^ : 14). On depose soit 50 pi d'echantiUon non dilue, soit le meme volume 
d'echantiUon dilue au lO^^mc qu au 100^"*^. Immediatement, un volume de 50 pi de tampon 
phosphate de sodium 0,2 M pH 7,0, chlorure de sodium 1 M, EDTA 2 mM, SDS 1,3%, 
ADN de saumon 0,24 mg/ml, polyethylene glycol (PEG) 6000 4%, contenant 5 ng de 

30 sonde oligonucieotidique de detection A 18 (SEQ ID n° : 15) coupiee k la peroxydase de 
raifort, est ajoute. Apres incubation 60 minutes k 37^C, les puits sont laves au PBS Tween 
IX. La revelation de la sonde A 1 8-peroxydase hybridee sur le produit d' amplification est 
effectuee par addition de 100 pi d'une solution contenant le substrat ortho-phenyl6ne 
diamine (OPD). La reaction colorimetrique est arretee aprfes 20 minutes par addition de 

35 100 pi d'acide sulfurique 1 M. La densite optique k 492 nm est lue grace k un lecteur 
AXIA microreader (bioMerieux). Les resultats obtenus sont representes par les 
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histogrammes dans la figure 18. Pour chacune des dilutions de cible, trois essais ont 6i6 
i€alisds : essai complet (comme d^crit pr^cedemment), essai sans amorce de d^placement 
F220 (SEQ ID n** : 10) et essai sans transcriptase inverse MMLV "Superscriptll*\ Les 
r6sultats montrent que la m6thode d'amplification (syst^me complet) permet de ddtecter 
5 dans ces conditions un signal ^6cifique significatif jusqu*& une quantity de cible initiale 
de 10^ copies par essai, soit une sensibility de 10^ copies, puisqu'une fraction 6quivalant k 
l/lQ^me tniiieu r6actionnel est analysde dans ces conditions. Cette sensibility n*est que 
relative et peut etre grandement amelior^e si Ton utilise un syst^me de r^vyiation autre 
que la colorimetrie (par exemple la fluorescence, la chemiluminescence ou la 

10 bioluminescence). Les r6sultats montrent surtout qu'en absence d'amorce de d^placement 
F220, un signal sp6cifique n'est obtenu que pour une quantity de cible 6gale 10^^ copies 
par essai. La difference de sensibility de detection entre "avec" et "sans" amorce de 
dyplacement est done d'un facteur ICP, ou de 3 unites Log de base 10. Ceci dymontre que 
la mythode permet une accumulation importante de produit d^ampliflcation, celle-ci ne 

15 pouvant provenir que de la ryalisation du cycle d' amplification. Cette cyclisation n'est 
done possible que par la prdsence d'une amorce de dyplacement telle que Tamorce F220. 
De meme, si Ton supprime la transcriptase inverse MMLV "Superscript^^", on ne peut 
obtenir un signal de dytection que pour une quantity de cible initiale supyrieure ou ygale h 
10^0 copies par essai. Ces demidres conditions de rgaction correspondent en fait k une 

20 ytape de transcription lyalisye sur la moiycule bifonctionnelle correspondant k Tentr^e 
dans le cycle d' amplification, comme dycrit dans Texemple 4. Ces donnyes montrent done 
que la mythode est extremement plus sensible que la transcription seule et que cette 
sensibility repose sur la cyclisation du procydy jusqu*^ I'ytape de transcription par le biais 
d'une ytape de dyplacement enzymatique, en particulier k Taide d'une amorce de 

25 dyplacement en presence d*une ADN polymyrase telle qu*une transcriptase inverse. 
L' analyse qualitative des essais d* amplification par syparation yiectrophorytique, transfert 
sur membrane de nylon et hybridation, comme dycrit dans Texemple 1, k I'aide de la 
sonde A28 (SEQ ID n^ : 5) d'une part et de la sonde A18 (SEQ ID n^ : 15) d'autre part 
coupiyes k la peroxydase de raifort, a permis de mettre en yvidence deux moiycules 

30 d*ARN compiymentaires de 120 bases, correspondant au produit d' amplification attendu 
(117 bases). 

De la meme fa9on, si Ton ryalise les essais d 'amplification prycydents dans un 
milieu contenant, conformyment k la figure 5, outre la premiyre amorce de dyplacement C 
(yquivalente k E, dans ce cas particulier) correspondant a F220 (SEQ ID n** : 10), une 
35 deuxiyme amorce de dyplacement D (yquivalente k F) correspondant k T7pro (SEQ ID 
n® : 16), on obtient des rysultats et une sensibility similaires k ceux obtenus avec un seul 
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type d'amorce de ddplacement. Ceci montre que la technique peiit etre simplifi^e et est 
suffisammem Evolutive pour etre adapt^e en fonction des cas particuliers lies k la nature 
de la cible nucl6ique a amplifier. 

Le seuil de detection de la mdthode de detection colorim6trique utilisde dans cet 
exemple, sup^rieur ou 6gal 10^^ copies par essai, permet done de deduire un facteur 
d' amplification sup^rieur ou 6gal 21 10^ en deux heures de inaction. 

EXEMPT S 6 z 



La m^thode d'amplification "DTR" d^crite dans la prgsente invention repose sur 

10 un cycle exponentiel utilisant de mani^e combin^e la transcription et le d6placement de 
brin. En particulier, le ddplacement de brin enzymatique fait intervenir, tel que ddcrit dans 
la figure 15, une transcriptase inverse, une amorce de ddplacement C (€quivalente k E dans 
cet exemple) et deux amorces promotices (A et B) devant etre deplac6es. Au sein du cycle 
d' amplification, le ratio amorce de ddplacemeni/amorce d^plac^e (ici amorce promotrice) 

15 influence de manidre importante le rendement d' amplification de la m^thode. Si on realise 
Tamplification dans les conditions r^actionnelles pr6c6dentes, en pi^sence de 10^ ou 10^ 
copies de cible initiale, avec une concentration fixe d*amorces promotrices A et B 
conespondant k DTA7 (SEQ ID n^ : 12) et DTA8 (SEQ ID n° : 13) 6gale k 0,1 pM. et une 
concentration d*amorce de d^placement C conespondant k F220 (SEQ ID n** : 10) dgale k 

20 0,001, 0,01, 0,1, 1 ou 10 pM, on obtient un rendement d 'amplification croissant avec le 
ratio amorce de d6placement/amorce ddplacde (figure 19). L'analysc quantitative sur 
plaque de microtitration, comme d6crit dans Texemple 5, en utilisant une sonde de capture 
A25 (SEQ ID n° : 17) et une sonde de detection A28 (SEQ ID n^ : 5), montre (figure 19) 
que le ratio amorce de d6placement/amorce d6plac6e 6gal k 100 est le plus favorable dans 

25 ce cas (on notera qu'une valeur 6gale k 2500 correspond k une saturation optique de 
Tappareil et correspond done k un signal sup^rieur ou dgal k 2500). Ce ratio doit etre 
adaptd selon la longueur des amorces de ddplacement ou promotrices utilis^es, ou selon la 
nature de la sequence cible, afin de favoriser r6tape de cyclisation par d6placement 
enzymatique de brin . 

30 

EXEMPT S 7 f 

L*efficacit6 de Tamplification exponentielle de la technique "DTR" peut etre mise 
en Evidence par une analyse de la cin6tique d'apparition du signal d' amplification. Pour ce 
faire, une reaction d'amplification a 6i6 r6alis6e k partir de 10^ copies de molecule cible, 
35 conform6ment aux conditions de Texemple 5. A des intervalles reguliers, une fraction de 
5 pi de melange r^actionnel a 6l6 pr61evde et congelde immddiatement k -20''C L'analyse 
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quantitative du signal d*amplification de ces fractions a 6i6 r6alis6e comme ddcrit dans 
Texemple 5, en utilisant une sonde de capture A25 (SEQ ID n° : 17) et une sonde de 
ddtection A28 (SEQ ID n^ : 5). En parall^le, un essai d'amplification a 6i6 realise en 
absence d' amorce de d^placement F220. Les r^sultats indiqu6s par les courbes de la 
5 figure 20 montrent clairement que Tapparition du signal est exponentielle et tr6s rapide, 
puisqu'un plateau est atteint dhs 1 heure de reaction. En parallfele, la reaction 
d'amplification en absence d'amorce de ddplacement, correspondant done k une simple 
Inaction de transcription, conduit k une augmentation lineaire du signal. La m6thode 
d'amplification "DTR'\ par opposition k la transcription seule, est done une m6tiiode 
10 conduisant k Taccumulation rapide et exponentielle d'un produit k partir d'une s6quence 
cible initiale. 



EXEMELEJ: 

La mdthode d'amplification "DTR" de la pi€sente invention conduit 
essentiellement k uii ARN double brin correspondant a une partie de la sequence cible. 
Afin de faciliter la detection de cet ARN double brin par les mdthodes d*hybridation, ou 
dans des cas particuliers de production d'ARN simple brin, il pent etre intdressant de 
favoriser Tapparition d'un brin d'ARN au detriment de son compl6mentaire. Ceci peut 
etre realise par Tutilisation combinde de deux types d*amorces promotrices A et B 
comprenant un promoteur different d'ARN polymerase phagique (par exemple T7 et T3), 
en presence de concentrations d'ARN polymerases desequilibr6es. Par exemple, nous 
avons synthdtisd par PGR, une moldcule d'ADN double brin de 167 paires de bases 
correspondant k Tentrde dans I'un des cycles d'amplification de la pidsente invention 
(figure 15) en utilisant Tamorce DTA8 (SEQ ID n^ : 13) comprenant un promoteur T7 et 
DTA9 (SEQ ID n"" : 18) contenant un promoteur T3. Des essais d'amplification ont 6i6 
realises sur des dilutions de cette cible, conform6ment k Texemple 5, en presence de 
concentrations d'ARN polymerase T7 variant de 0 a 50U/essai et une concentration 
d'ARN polymerase T3 constante egale k 50 U/essai. La figure 21 montre que rutilisation 
du ratio d'enzyme 6,25 U d'ARN polymerase T7 pour 50 U d'ARN polymerase T3 
permet d'obtenir, par capture et detection k I'aide des sondes A25 (SEQ ID n** : 17) et A28 
(SEQ ID n"" : 5) respectivement, un signal d'amplification accru et conduit k un signal 
significatif jusqu'a une quantite de cible de 10^ copies par essai, ce qui correspond k une 
sensibilite de 10^ copies de molecules cibles, par revelation colorimetrique. Le facteur 
multiplicatif de la metiiode d'amplification de cible, sachant que la sensibilite de la 
methode de detection est de lO^O copies, est done de 10^; ce qui conffere a la methode une 
performance la rendant utile dans de nombreuses applications. 
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LISTE DKS SEODENCRS 

SEQ ID : 1 : 

ATGAGTATTC AACATTTCCG TGTCGCCCTT ATTCCCmT TTGCGGCATT 50 

5 TTGCCTTCCT GTTITTGCTC ACCCAGAAAC GCTGGTGAAA GTAAA AGATG 100 

CTGAAGATCA GTTGGGTGCA CGAGTGGGTT ACATCGAACT GGATCTCAAC 150 

AGCGGTAAGA TCCTTGAGAG TnTCGCCCC GAAGAACGTT TTCCAATGAT 200 

GAGCACmr AAAGTTCTGC TATGTGGCGC GGTATTATCC CGTCTTGACG 250 

CCGGGCAAGA GCAACTCGGT CGCCGCATAC ACTATTCTCA GAATGACTTG 300 

10 GTTGAGTACT CACCAGTCAC AGAAAAGCAT CTTACGGATG GCATCACAGT 350 

AAGAGAA1TA TGCAGTGCTG CCATAACCAT GAGTGATAAC ACTGCGGCCA 400 

ACTTACTTCT GACAACGATC GGAGGACCGA AGGAGCTAAC CGCmTITG 450 

CACAACATGG GGG ATCATGT AACTCGCCTT GATCGTTGGG AACCGGAGCT 500 
GAATGAAGCC ATACXIAAACG ACGAGCGTGA CACCACGATG CCTGCAGCAA 550 

15 TGGCAACAAC GTTGCGCAAA CTATTAACTG GCGAACTACT TACTCTAGCT 600 

TCCCGGCAAC AATTAATAGA CTGGATGGAG GCX3GATAAAG TTGCAGGACC 650 

ACTTCTGCGC TCX3GCCCTTC CX3GCTGGCTG GnTATTGCT GATAAATCTG 700 

GAGCCGGTGA GCGTGGGTCT CG(DGGTATCA TTGCAGCACT GGGGCCAGAT 750 

GGTAAGCCCT CCCGTATCGT AGTTATCTAC ACGACGGGGA GTCAGGCAAC 800 

20 TATGGATGAA CGAAATAGAC AGATCGCTGA GATAGGTGCC TCACTGATTA 850 

AGCATTGGTA A 851 

SEQ ID n" : 2 : 

AATTCTAATA CGACTCACTA TAGGGAGACC CCGAAGAACG TTTTC 45 

25 

SEQIDn°:3: 

CTCCTTCGGT CCTCCGATC 19 
SEQ ID n" : 4 : 

30 AGTTGGGTGC ACGAGTCGG 19 
SEQ ID n*» : 5 : 

CACTCATGGT TATGGCA 17 
35 SEQ ID n° : 6 : 

AATTCTAATA CGACTCACTA TAGGGAGATT ACCAATGCTT AATCA 45 
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SEQ ID n** : 7 : 

ATGAGTATTC AACATTTC 18 
5 SEQ ID n° : 8 : 

TCTAATCCTG TTTGCTCCCC AGTAATTTAA TACGACTCAC TATAGAAAGA 50 
ACCAGTCACA GAAAGGCAT 69 

« 

■ 

SEQ ID n** : 9 : 

10 TCTAATCCTG TTTGCTCCCC AGTAATTTAA TACGACTCAC TATAGAAAGA 50 
ACGATCAAGG CGAGTTACA 69 

SEQ ID n* : 10 : 

TCTAATCCTG TTTGCTCCCC 20 

15 

SEQ ID n"*: 11 : 

TGCCATAACC ATGAGGT 17 
SEQIDn°: 12: 

20 TCTAATCCTG TTTGCTCCCC AGTAATTTAA TACGACTCAC TATAGAAAGA 50 
GGATGGCATG ACAGTA 66 

SEQ ID n° : 13 : 

TCTAATCCTG TTTGCTCCCC AGTAATTTAA TACGACTCAC TATAGAAAGA 50 
25 GTTGGCCGCA GTGTTAT 67 

SEQ ID n" : 14 : 

AGAGAATTAT GCAGTGC 17 

30 SEQ ID n" : 15 : 

ATAACACTGC GGCCAAC 17 

SEQ ID n° : 16 : 

TAATACGACT CACTATAG 17 

35 
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SEQ ED n" : 17 : 
GCACTGCATA ATTCTCT 



SEQIDn^ilS; 

5 TCTAATCCTG TTTGCTCCCC AGTAATTAAT TAACCCTCAC TAAAGGGAAC 
GGATGGCATG ACAGTA 
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REVENDTCATIQNS 

■ 

L Proc€d6 d'amplification d*une sequence d'un acide nucl6ique cible» ladite 
sequence comprenant, k partir de son extr6mit£ 5', dans la direction 5-3', une sequence 
5 amont ayant au moins 5 nucleotides et h partir de son extrdmitd 3* dans la direction 3 
une sequence aval ayant au moins 5 nucleotides, 

ledit proc^de comprenant les dtapes consistant : 

- k obtenir un polynucleotide comprenant un premier segment correspondant k 
la sequence k amplifier et comprenant en outre au moins un deuxifeme segment choisi 

10 parmi des segments comprenant la sequence sens ou la sequence anti-sens d'un promoteur 
d'ARN polymerase ou au moins une partie de ladite sequence sens ou anti-sens, etant 
entendu qu'un tel deuxifeme segment comprenant ladite sequence sens ou une partie de 
celle-ci est situe en amont de I'extremite 5' dudit premier segment, et qu'un tel deuxifeme 
segment comprenant ladite sequence anti-sens ou une partie de celle-ci est situe en aval de 

15 Textremite 3* dudit premier segment, et 

- k mettre en contact ledit polynucleotide, en presence d'un syst&me ayant une 
activite d'ARN polymerase, une activite d'ADN polymerase ARN-dependante, une activite 
d'ADN polymerase ADN-dependante, et une activite de deplacement de brin, dans des 
conditions permettant le fonctionnement desdites activites, et en presence d'un exc^s de 

20 desoxyribonucieosides triphosphates et de ribonucieosides triphosphates, avec un 
ensemble d'amorces, prfisentes en exc^s, comprenant : 

a) une premise amorce comprenant successivement depuis son extremite 5' 
vers son extremite 3' : 

- un premier segment polynucieotidique de sequence arbitraiie, et dont la 
25 presence comme constituant de la premiere amorce est facultative, ledit premier segment, 

lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

- un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d'un 
promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 
sens incluant sa partie 3'-terminale, 

30 - et un troisi&me segment ayant la meme longueur que ladite sequence amont 

et etant soit homologue de ladite sequence amont, soit capable de s'hybrider avec ladite 
sequence amont, 

et/ou 

b) une seconde amorce comprenant successivement depuis son extremite 5* 
35 vers son extremite 3' : 
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- un premier segment, facultatif, ddfini comme le premier segment de la 
premiere amorce, mais non ndcessairement identique a celui-ci, 

- un second segment d6fmi comme le second segment de la premifere amorce, 
mais non ndcessairement identique k celui-ci, 

5 - et un troisi&me segment ayant la meme longueur que ladite sequence aval et 

6tant soit homologue de ladite sequence aval, soit capable de s'hybrider avec ladite 
sequence aval, 6tant entendu que le troisifeme segment de Tune des premiere et seconde 
amorces est homologue de Tune des sequences amont ou aval de ladite sequence k 
amplifier, tandis que le troisifeme segment de Tautre amorce est capable de s'hybrider avec 
10 Tautre sequence aval ou amont, 

et/ou 

c) une troisifeme et/ou une quatrifeme amorces facultatives comprenant 

soit une sequence homologue du second segment de la premiere amorce et de 
la seconde amorce, respectivement, et contenant au moins une partie d'une sequence sens 
15 dudit promoteur d'ARN polymerase incluant sa partie 5 -terminale, 

soit une s&iuence homologue d'une panic du premier segment de la premiere 
et seconde amorce, respectivement, mais ne comprenant pas leur extr6mit6 5', 

et/ou 

* • 

d) une cinqui^me et/ou une sixi&me amorces facultatives comprenant : 
soit une sequence homologue d'une partie de la troisifeme et de la quatrifeme 

amorces, respectivement, ladite partie ne comprenant pas le nucleotide 3-terminal de 
ladite troisieme ou quatri^me amorce, 

soit une sequence homologue d'au moins une partie dudit premier segment de 
la premi&re et de la deuxifeme amorces, respectivement. 
25 2. Procedd d'amplification selon la revendication 1, caractdris6 par le fait que 

ledit procdd6 comprend les dtapes consistant : 

- k obtenir un polynucleotide comprenant un premier segment correspondant k 
la sequence k ampUfier et comprenant en outre au moins un deuxifeme segment choisi 
parmi des segments comprenant la sequence sens ou la sequence anti-sens d'un promoteur 
d'ARN polymerase ou au moins une partie de ladite sequence sens ou anti-sens, dtant 
entendu qu'un tel deuxi^me segment comprenant ladite sequence sens ou une partie de 
celle-ci est situ^ en amont de rextr^mitd 5' dudit premier segment, et qu'un tel deuxifeme 
segment comprenant ladite sequence anti-sens ou une partie de celle-ci est situd en aval de 
rextr6mite 3' dudit premier segment, et 

- k mettre en contact ledit polynucleotide, en presence d'un systfeme ayant une 
activity d'ARN polymerase, une activite d'ADN polymerase ARN-dependante, une activite 
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d'ADN polymerase ADN-d6pendante, et une activitd de ddplacement de brin, dans des 
conditions permettant le fonctionnement desdites activitds, et en presence d'un excfes de 
d6soxyribonucleosides triphosphates et de ribonucldosides triphosphates, avec un 
ensemble d'amorces, pr6sentes en exc&s, comprenant : 

a) une premiere amorce comprenant successivement depuis son extrdmitd 5* 
vers son extremitd 3* : 

- un premier segment polynucl^otidique de sequence arbitraire, et dont la 
pr6sence comme constituant de la premifere amorce est facultative, ledit premier segment, 
lorsqull est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

- un second segment comprenant tout ou panic d*une sequence sens d'un 
promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 
sens incluant sa partie 3'-terminale, 

- et un troisi6me segment ayant la meme longueur que ladite sequence amont 
et etant soit homologue de ladite sequence amont, soit capable de s'hybrider avec ladite 

15 sequence amont, 

b) une seconde amorce comprenant successivement depuis son extremitd 5' 
vers son extremite 3' : 

- un premier segment, facultatif, defini comme le premier segment de la 
piemi&re amorce, mais non necessairement identique k celui-ci, 

^0 - un second segment ddfini comme le second segment de la premiere amorce, 

mais non necessairement identique k celui-ci, 

- et un troisi&me segment ayant la meme longueur que ladite sequence aval et 
etant soil homologue de ladite sequence aval, soit capable de s'hybrider avec ladite 
sequence aval, etant entendu que le troisieme segment de Tune des premifere et seconde 

25 amorces est homologue de Tune des sequences amont ou aval de ladite sequence k 
amplifier, tandis que le troisifeme segment de Tautre amorce est capable de s'hybrider avec 
Tautre sequence aval ou amont, 

c) une troisieme et/ou une quatrifeme amorces comprenant 

soit une sequence homologue du second segment de la premiere amorce et de 
30 la seconde amorce, lespectivement, et contenant au moins une partie d*une sequence sens 
dudit promoteur d'ARN polymerase incluant sa partie 5'-terminale, 

soit une sequence homologue d'une partie du premier segment de la premifere 
et seconde amorce, respectivement, mais ne comprenant pas leur extremite 5', 

et/ou 
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d) une cinqui&me et/ou une sixi^me amorces comprenant : 

soit une sequence homologue d'une paitie de la txx)isi&me et de la quatrieme 

amorces, respectivement, ladite partie ne comprenant pas le nucleotide 3 -terminal de 

ladite troisi^me ou quatri&me amorce, 
5 soit une sequence homologue d'au moins une paitie dudit premier segment de 

la premi&re et de la deuxi&me amorces, respecdvement. 

3. Procdd6 selon Tune quelconque des revendicadons 1 et 2, caract^ris^ par le 
fait que ledit polynucleotide comprend en outre : 

a) en amont de VextT6mix& S' dudit deuxi^me segment comprenant tout ou 
10 paitie de ladite sequence sens dudit polynucleotide, un segment homologue du premier 

segment de Tune des premiere et deuxi^me amorces, 

et/ou 

b) en aval de Textremitd 3* dudit deuxi^me segment, comprenant ladite 
sequence anti-sens, dudit polynucleotide, un segment capable de s'hybrider avec le premier 

IS segment de Tune des premiere et seconde amorces. 

4. Procede selon Tune quelconque des revendicadons prececedentes, 
caracterise par le fait que, 

pour obtenir ledit polynucleotide, au depart d'un acide nucieique cible 
contenant la sequence h amplifier et se prolongeant, au-delk de Textremite 3' de ladite 
20 sequence a amplifier, par une region aval, et au-del^ de Textremite 5' de ladite sequence k 
amplifier, par une region amont, 

on met en contact ledit acide nucieique en presence d'un exc^s de nucleosides 
triphosphates et en presence : 

- dudit systeme k activites ADN polymerase, ARN polymerase et deplacement 

25 de brin, 

- et d'un ensemble d'amorces contenant des amorces telles que definies dans la 
revendication 1 ou 2 et contenant en outre une septi&me amorce capable de s'hybrider avec 
ladite region aval de la cible, et une huiti&me amorce capable de s'hybrider avec une 
sequence compiementaire de ladite region amont. 

30 S. Procede selon la revendication 4, caracterise par le fait que lorsque I'acide 

nucieique de depart est sous la forme de double brin, on le soumet k une operation 
prealable de denaturation. 

6. Ensemble d'amorces pour la mise en oeuvre d'un precede d'amplification 
d'un acide nucieique cible, tel que defini dans Tune quelconque des revendicadons 

35 precedentes, caracterise par le fait qu'il comprend au moins : 
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a) une amorce Al comprenant successivement depuis son extrdmite 5' vers son 
extr6mit6 3' : 

- un premier segment polynucldotidique facultatif, de sequence arbitraire, ledit 
premier segment, lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

5 - un second segment comprenant tout ou partie d'une s^uence sens d'un 

promoteur d*une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 
sens incluant son extr6mit6 3 -terminale, 

- et un troisifeme segment capable de s'hybrider avec une sequence de la cible, 
et/ou 

10 b) une amorce A2 comprenant : 

soit une s6quence homologue de tout ou partie du second segment de Tamorce 
Al, et comprenant au moins la partie 5* de la sequence sens dudit promoteur d'ARN 
polymerase, 

soit une sequence homologue d'une partie du premier segment de la premise 
15 et la seconde amorce mais ne comprenant pas leur partie 5*, xespectivement, 

et/ou 

c) une amorce A3 comprenant : 

soit une sequence homologue d'une partie de Tamorce A2, ne comprenant pas 
le nucleotide 3 -terminal de A2, 

20 soit une sequence homologue d'au moins une partie d'un premier segment tel 

que defini ci-dessus, present sur AL 

7. Ensemble d'amorces selon la revendication 6, caracterise par le fait qu'il 
comprend au moins : 

a) une amorce Al comprenant successivement depuis son extremite 5' vers son 
25 extremite 3' : 

- un premier segment polynucleotidique facultatif, de sequence arbitraire, ledit 
premier segment, lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

- un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d'un 
promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 

30 sens incluant son extremite 3'-terminale, 

- et un troisifeme segment capable de s'hybrider avec une sequence de la cible, 

b) une amorce A2 comprenant : 

soit une sequence homologue de tout ou partie du second segment de I'amorce 
Al, et comprenant au moins la partie 5' de la sequence sens dudit promoteur d'ARN 
35 polymerase, 
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soil une sequence homologue d'une partie du premier segment de la premise 
et la seconde amorce mais ne comprenant pas leur partie 5\ respectivement, 

et/ou 

une amorce A3 comprenant : 

5 soit une sdquence homologue d'une partie de Tamorce A2, ne comprenant pas 

le nucleotide 3 -terminal de A2. 

soit une sdquence homologue d'au moins une partie d'un premier segment tel 
que defini ci-dessus, present sur Al. 

8. Necessaire pour la mise en oeuvre du proc6d6 tel que defini dans Tune 
10 quelconque des revendications 1 k 5. caract6ris6 par le fait qu'il comprend un ensemble 
d'amorces tel que defini dans la revendication 6 ou 7 et au moins un second ensemble 
d'amorces comprenant : 

a) une amorce Bl comprenant successivement depuis son cxtrdmit6 5* vers son 
extrdmitd 3* : 

- premier segment polynucldotidique facultatif, de sdquence arbitraire, ledit 
premier segment, lorsqu'il est pr6sent, comprenant au moins 5 nucldotides, 

- un second segment comprenant tout ou partie d'une sdquence sens d'un 
promoteur d'une ARN polymdrase, ou comprenant au moins une partie de ladite sdquence 
sens incluant son extrdmitd 3 -terminale, 

- et un troisifeme segment capable de s'hybrider avec une sdquence 
nucldotidique compldmentaire d'une sdquence de la cible situde, sur la cible. en amont de 
la sdquence avec laquelle Tamorce Al est capable d'hybridation, 

et/ou 

b) une amorce B2 comprenant 

25 soit une sdquence homologue de tout ou partie du second segment de Tamorce 

Bl, et comprenant au moins la partie 5' de la sdquence sens dudit promoteur dARN 
polymdrase, 

soit une sdquence homologue d'une partie du premier segment de la premifere 
et seconde amorce, mais ne comprenant pas leur partie 5', respectivement, 
30 et/ou 

c) une amorce B3 comprenant : 

soit une sdquence homologue d'une partie de Tamorce B2 ne comprenant pas le 
nucldotide 3 -terminal de B2, 

soit une sdquence homologue d'au moins une partie d'un premier segment tel 
35 que defini ci-dessus, prdsent sur Bl, ledit ndcessaire contenant en outre eventuellement 
une septidme et une huitidme amorces telles que ddfinies dans la revendication 4. 
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9. Ndcessaire selon la revendication 8, caract^ris6 par le fait qu'il comprend un 

« 

ensemble d'amorces tel que defini dans la revendication 6 ou 7 et au moins un second 
ensemble d*amorces comprenant : 

a) une amorce Bl comprenant success! vement depuis son extremity 5* vers son 
5 extrdmit6 3' : 

- un premier segment polynucl6otidique facultatif, de sequence arbitraire, ledit 
premier segment, lorsqu'il est present, comprenant au moins 5 nucleotides, 

- un second segment comprenant tout ou partie d'une sequence sens d*un 
promoteur d'une ARN polymerase, ou comprenant au moins une partie de ladite sequence 

10 sens incluant son extrdmite 3*-terminale, 

- et un troisieme segment capable de s'hybrider avec une sequence 
nucMotidique complementaire d'une sequence de la cible situde, sur la cible, en amont de 
la sequence avec laquelle Tamorce Al est capable d'hybridation, 

b) une amorce B2 comprenant 

15 soit une sequence homologue de tout ou partie du second segment de Tamorce 

Bl, et comprenant au moins la partie 5* de la sequence sens dudit promoteur dARN 
polymerase, 

soit une sequence homologue d*une partie du premier segment de la premiere 
et seconde amorce, mais ne comprenant pas leur partie 5*, respectivement, 
20 et/ou 

une amorce B3 comprenant : 

soit une sequence homologue d'une partie de Tamorce B2 ne comprenant pas le 
nucleotide 3 -terminal de B2, 

soit une sequence homologue d'au moins une partie d'un premier segment tel 
25 que defini ci-dessus, present sur Bl, ledit necessaire contenant en outre eventuellement 
une septidme et une huitieme amorces telles que definies dans la revendication 4. 
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FIG. 4 a 
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FIG. 4 b 
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FIG. 17 
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FIG. 18 
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L6aende : 

■ Syst^me d'ampiification complet 

0 Systeme d'amph'fication 

sans amorce de depiacement F220 

® Systeme d'ampiification 

sans transcritase inverse (transcription) 
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FIG. 19 
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FIG. 21 
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L6aende : Quantity d'ARN polymerase T7 / T3 par essai 
50 U / 50 U 
25 U / 50 U 
12,5 U/ 50 U 
6,25 U / 50 U 
□ 0U/50U 
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